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La différenciation et la délimitation des espéces microbiennes 
sont au nombre des problémes les plus difficiles de la bactério-_ 
logie. Dés que l’on se trouve ou que !’on croit se trouver en 
présence d’une espéce nouvelle, on est frappé de Vinsuffisance _ a 
des moyens que l’on posséde pour la caractériser, en méme- 
temps que des analogies qu’elle présente avec d’autres espéces ae 
certainement distinctes, mais dont la définition incomplete est 
susceptible de créer des confusions souvent eu a 
éviter. Sai a 

Sile microbe étudié présente une virulence & peu pres fixe, Ue 
quelque relative que soit la valeur de la fonction pathogéne, on 
trouve en elle un auxiliaire précieux. Mais si au contraire la 
virulence est nulle ou varie, comme onl’oberve souvent, dans de 
grandes proportions, et cela dans des conditions difficiles 4 définir, 
la fonction pathogéne doit étre MoRereD reléguée au second 
“plane 
Jeena jemais mieux ressenti ces diteonltés que lorsque 
jai voulu préciser les caractéres du bacille que nous croyons 
étre l’agent pathogéne du rhumatisme articulaire aigu. Le 
caractére des lésions qu’il provoque chez les animaux, sa nature 
anaérobie, les diastases tryptiques qu’il sécréte, le rappro- 
chaient évidemment du vibrion septique et du bacille du char- 
bon symptomatique, dont il se différenciait par les caractéres 
de sa culture sur lait et la difficulté avec laquelle il sporule 1 

sur les milieux habituels. D’autre part, l’inconstance relative pie 

- de ses effets pathogénes et les chutes brusques de virulence 
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quil présente permettaient de le confondre avec des espéces 
peu pathogénes comme le Bacillus putrificus coli (Bienstock) et 


certains tyrothrix présentant la méme action sur les substances 


albuminoides. 


J’ai done pensé faire ceuvre utile en étudiant, par une 


technique simple et en dehors de leurs effets pathogénes, un 


certain nombre d’especes anaérobies bien caractérisées, et en” 


créant une sorte de cadre ou pourraient venir prendre leur place 
des espéces voisines eee déterminées par les mémes 
-moyens. 

Les bacilles que nous avons ainsi étudiés ont été, pour la 
plupart, mis gracieusement a notre disposition par M. Binot, 
conservateur au musée de l'Institut Pasteur. 

1° Vibrion septique. A, de la collection de l'Institut Pasteur; 

B, de la collection de la Faculté de médecine, 


, 2° Bacille du charbon ay nplemodlas A, de la collection de 


Aig Ivetitut Pasteur; 
B, du a l’amabilité de M. Vallée, de Vécole vétérinaire de 
Toulouse. oat 
3° Bacille du tétanos. A, de la collection de l'Institut Pasteur; 
B, de la collection de l’Kcole de médecine. 


4° Bacille du botulisme (Van Ermenghem) de la collection 


-de l'Institut Pasteur, | 

5° Bacillus putrificus coli (Bienstock) de la collection de 
l'Institut Pasteur. 

6° Bacille connu sous lenom nde bacille d’Achalme, trois échan- 
tillons provenant de myocardes de rhumatisants.- 

7° Bacillus enteritidis sporogenes (Klein), échantillon di & 
l'amabilité de M. Hewlett, du Jenner's Institut, de Londres. 

» 8° Bacillus perfringens (Veillon), échantillon da a Vamabilité 
de M. Rist. 

9° Bacille isolé de l'eau de Seine par Legros (pages 68 et 69 de 
sa thése) et donnant lieu a une gangrene gazeuse chez le cobaye. 

10° Comme point de comparaison, bien qu il s’éloigne consi- 
dérablement par ses propriétés biologiques des especes précé- 
dentes, , j'ai cultivé le Bacillus orthobutylicus de Grimbert, si 
méthodiquement étudié par cet auteur. Je signalerai au cours 
de ce travail quelques particularités nouvelles de ce microorga- 
nisme ; mais les descriptions générales ne se rapportent pas a lui 
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particuliprament en ce qui concerne la sécrétion de trypsine et 
la sporulation, 

Morphologie. — La morphologie des bactéries a déja bien 
perdu de sa valeur en ce qui concerne les microbes aérobies; 
mais elle n’est absolument d’aucun secours pour aL Reren cer 
entre eux les microbes anaérobies étudiés. | 

La forme, le diamétre, la longueur des batonnets, leur 
rapport entre eux, la forme arrondie ou carrée de leurs extrémi- 
tés, sont tellement variablés, suivant les milieux, qu’on ne saurait 
vraiment fonder sur ces caractéres aucune distinction utile, Le 
Bacillus putrificus coli, par exemple, aprés sept jours de culture, 


se présente en effet sous l’aspect suivant: - / 


Sur le milieu blanc d’ceuf galactosé, longs filaments non 
sporulés, indépendants les uns des autres; sur le méme milieu 
maltosé, filaments enchevétrés formant des grumeaux, pas de 
spores; sur glucose, petits batonnets gréles sans spores; sur 
amygdaline, formes trés courtes, en chapelets simulant des 
chainettes de streptocoque; sur saccharose, gros batonnets 
sporulés; sur dulcite, spores isolées, sans vestiges de batonnets. 

Il enest de méme des autres espéces, bien qu’elles présentent 
en général des variations un peu moins étendues. Sur des 
milieux plus complexes, tels que le bouillon, on observe des 
differences sensibles dans la forme du microbe, suivant que le 
milieu est plus ou moins fraichement préparé, la température 
de la culture plus ou moins élevée, le vide plus ou moins 


rigoureux. La moindre géne dans le développement a pour — 


résultat la formation de formes inyolutives trés diverses. Tout 
essai de distinction basé sur la morphologie de ces espéces 
repose done sur un caractére par trop fragile. 

~ Mobilité. — La mobilité, lorsqu’elle existe, peut avoir une 
certaine valeur, mais seulement comme caractére d’appoint. Le 
bacille tétanique, le vibrion septique, le bacille du charbon 
symptomatique sont les plus mobiles des microbes étudiés. 
Néanmoins, on peut observer chez tous quelques mouvements 
pendant une période plus ou moins bréve de leur existence. 

Quant A l’époque précise de cette mobilité, elle est elle- 
méme variable. On a bien dit que le bacille tétanique s’immo- 
bilisait au moment de l’apparition de la spore; d’autre part, j’at 
remarqué qu’a ce moment, au contraire, le bacille que j’ai 
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décrit présente des mouvements trés accusés, alors qu'il est le 
plus souvent immobile aux autres périodes de son évolution. 
Mais la encore onne trouve rien de suffisamment constant. J’ai 
‘souvent vu en effet des bacilles tétaniques, sporulés, présentant 
la forme classique en baguette de tambour, animés de mouve- 
_ ments propres aussi marqués que des batonnets non sporulés. 

Réactions colorantes. — La maniére dont se comporte le 
corps_microbien, vis-a-vis de certains colorants, présente une 
grande importance, lorsqu’il s’agit de didee nese rapidement 
les unes des autres des espéces microbiennes relativement 
éloignées par l’ensemble de leurs earactéres biologiques. Il n’en 
est plus de méme lorsquil s'agit de microorganismes aussi 
prochainement parenls que les espéces étudiées. Tous se 
montrent trés avides des matiéres colorantes, les retiennent 
assez vivement, mais se décolorent sous l’influence des acides — 
forts. La méthode de Gram n’est elle-méme d’aucune utilité. 
Tous restent colorés par elle, mais mal, irréguhérement et 
seulement lorsqu’il sont jeunes. La modification apportée par 
Claudius (acide picrique au lieu de solution iodo-iodurée) donne 
de beaucoup meilleurs résultats. La coloration est franche, 
homogéne, bien nette méme dans les formes involutives. Les 
résultats de cette coloration, opposés aux effets incertains de la 
méthode de Gram, sont un bon signe de diagnostic dilférentiel du’ 
groupe, mais ne peuvent permettre d’établir aucune différence 
entre les espéces qui le composent. 

Aspect des colonies sur miliewx solides. — D'une utilité incon- 
testable au point de vue de la séparation et de la. purification 
des germes anaérobies, les cultures sur milieux solides et spé- 
cialement sur gélose, alucosée ounon, ne sauraient fournir aucun 
signe différentiel utile. La grosseur des colonies est en général 
en raison inverse de leur nombre, par suite de la géne qu’elles 
exercent les unes sur les autres, géne due & Vexcrétion de 
substances nuisibles; il est donc impossible d’en tirer aucune 
indication. Leur forme est aussi des plus variables. Habituel- 
lement sphériques, elles s’entourent parfois d'une auréole 
nuageuse ou de rayons divergents; mais toutes les espéces 

étudiées peuvent présenter cet aspect, qui est plutot en relation 
étroite avec la composition et surtout la consistance du milieu. 

Sporulation. — La production de spores est au nombre des 
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plus capitales fonctions des microorganismes. Il est done d@une. 


trés grande importance de cr adaee avec soin les circonstances 
dans lesquelles un bacille sporule et les modifications que subit 
le bacille du fait de cette sporulation. En dehors de sa valeur 


au point de vue du diagnostic différentiel, la production de 


spores permet, en général, un isolement factle et une longue 
conservation; elle présente en outre un intérét spécial au point 
de vue de la fixation des caractéres de l’espece. De méme que, 


lorsquil s’agit de végétaux supérieurs, la reproduction par 


graines, opposée a celle par bouture, a pour résultat d’éliminer les 
qualites temporairement acquises, pour ne conserver, au 
bout de quelques passages, que les caractéres fondamentaux 
de l'espéce, de méme on peut considérer comme réellement 
fixées, pour un méme microbe, les propriétés fermentatives, 
pathogénes, etc., qui résistent A un certain nombre de Bort; 
lations consécutives sur un milieu indifférent. 

En ce qui concerne les espéces étudiées, sauf le bacillus 
orthobutylicus, qui se montre moins exigeant, la moindre 
acidité du milieu constitue une condition trés défavorable ala 
production des spores. Or comme, d’autre part, cette acidité du 
milieu est due le plus souvent aux fermentations produites 
par le microbe lui-méme, principalement aux dépens des 
hydrates de carbone, cette sporulation se trouve donc sous la 
dépendance étroite de la composition du milieu de culture, et 


ne se produit que si ce dernier ne contient pas de substances. 


transformables en acide par le microbe étudié. L’étude des 
fermentations produites par chaque espéce microbienne est 


donc, ‘A ce point de vue, d’une importance capitale, et, inver-. 


sement, la sporulation ou la non-sporulation sur un milieu 


déterminé peut fournir une indication utile sur les transfor-\ 


mations chimiques résultant du développement microbien, 
D’autre part, avant d’affirmer quan microbe de ce groupe 
ne produit pas de spores, ilest nécessaire de le faire développer 
sur un milieu ne contenant pas de substance hydrocarbonée 
fermentescible. Cela n’est pas, pour certaines des espéces pré- 
cédentes, aussi facile que l’on peut le croire. Le bouillon de 


-yiande ordinaire contient, en dehors dune petite quantité 


W@inosite, une quantité de glycogéne variant entre 3 et 
& grammes par litre, pouvant produire par sa fermentation une 


- ‘ ae % ‘. i \ . © <a rs 
Z ee ‘ > td Ny 4 a . ieee oa oe! ReLee SS . eS Ae i : ae et rae 
- 4 . fr > a e “A f ~ : >a we Se. a me) 
. MS pepe ee AON ae ; A AEST POs SEK or : % eX: tee ee ee 
Tt. =e ss ae E ic at =. te Cee Ay; ! Zz a <7 a a oes ne = jee yo, Us 35 as 
ae é i s ‘ a + = if 2 % - a Ed eee: Ne ene 1 wa afe Noa. at tn peat 
—~ _ rz or > apy —* + - .- £9 . +7 yr na hee Sa ad Ca % ce Ps al "j 


ere 


Bg, 
he hae 


Sai 


Sj 


646 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR. 


acidité assez considérable pour s opposer a. da production de 
spores. Il en résulte que les bacilles ayant la propriété de 
faire fermenter le glycogéne (bacille d’Achalme, bacillus enteri- 
tidis sporogenes, bacillus perfringens, etc.) ne sauraient sporuler 
sur ce milieu dont lemploi se trouve restreint aux espéces 
assez nombreuses qui laissent le glycogéne intact. Il est donc 
nécessaire de préparer pour ces microorganismes des milieux 
nutritifs purement azotés. Je reviendrai plus loin sur leur choix 
et leur-préparation. 

Quant aux différentes formes que présentent les bacilles au 
moment de Ja sporulation, elles présentent des caractéres 
assez nets pour que Kruse (traité de Fliigge) ait cru trouver en 
elles une base scientifique de classification de ces microor- 
ganismes. ; 

Pour lui, on doit considérer trois types: le type cedéme- 
bacille (vibrion septique), danslequel la spore apparait & linté-_ 
rieur du batonnet sans le déformer ; le type bacille du charbon. 
symptomatique, ayant pour caractére une déformation du corps” 
hacillaire en fuseau (Spindel) ou en massue (Keulen); enfin le 
type bacille du tétanos, présentant au moment de la sporulation 
Paspect classique en baguette de tambour (Trommelschlagel) ou 
en épingle (Stecknadel). Ainsi présentée, la classification peut 
étre utile en ce sens qu'elle est l’expression des faits les plus 
fréquemment observés. Mais l'auteur lui-méme reconnait que 
les transitions et les exceptions sont nombreuses, ce “qui en 
atténue singuliérement la rigueur. Si, du reste, on analyse la 
signification de ce caractére différentiel, on voit qu’il est basé 
sur le rapport entre le volume de la spore, élément & peu prés 
invariable, et la largeur du batonnet, élément au contraire trés 
variable, non seulement suivant les espéces, mais encore selon 
les milieux. 

Kn outre, le moment de lobservation joue aussi . un 
grand rdle dans I’aspect du bacille sporulé; le corps bacillaire, 
en effet, disparait plus ou moins rapidement aprés l’apparition 
_ de la spore, et présente une réduction progressive de son dia- 
métre pouvant, dans toutes les espéces étudiées, Sans les 
formes invoquées comme caractéristiques. 

On ne peut non plus baser aucun signe différentiel sur le 
sige médian ou terminal de la spore, ce caractére n’offrant pas 
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“une > constance absolue, excepté peut-étre en ce Bk concerne le 
bacille tétanique. 
La forme de la spore est plus constante; celle du _bacille 
tétanique est plutét sphérique alors que celle des autres bacilles 
étudiés est nettement ovoide; mais il s'agit la d’une app recndon 
souvent bien délicate. 

En résumé, tout en étant beaucoup plus intéressante que ceux 
fournis par la morphologie des bacilles ou des colonies, les si: 
faits résultant de l’observation de la sporulation ne sont pas 
suffisants pour servir de base & une différenciation nette des 
 espéces étudiées. ye 

Fonctions @ assimilation. — La fonction la plus importante 
eR microbes est certainement la fonction d’assimilation : c’est Ri 
_- done dans l'étude de cette fonction que l’on peut espérer trouver 
les signes dittérentiels les plus tranchées. im 
Gaiters: a point de vue, on peut la considérer sous trois aera Boe 

différents : = 
4° La recherche des substances chimiques pouvant servir~ 
d’aliment a l’espéce étudiée; 
2° L’observation des moyens employés par le microbe pour 

.  Yutilisation de ces aliments ; 
na 3° La détermination des modifications chimiques du milieu 
_ produites par le développement microbien. a 

Les deux grandes classes d’aliments, azotés et hydrocar- 

bonés, sont justifiables de cette méthode. 

Alimentation azotée. — En procédant du simple 2 au composé, 

on peut constater que les microbes étudiés ont besoin, comme 
source d’azote, d’aliments 4 molécules relativement complexe, 
Les nitrates, les sels ammoniacaux (azotate, lactate, tartrate, 
phosphate, malate), ’urée, l’asparagine, soit en simple solution 

dans leau, soit mélangés a du glucose, 20/0, et aun phosphate | 
neutre alcalin, ne peuvent étre utilisés directement; sur les 

_ milieux ainsi préparés on n’obtient aucun développement. 

Les substances extractives azotées du bouillon fournissent 
aux microbes étudiés un trés bon aliment; ceux-ci se développent 
tous abondamment sur le bouillon de viande de bceuf ou de 

cheval, moins bien sur celui de veau, de lapin ou de cobaye, 
. faiblement sur le bouillon de poisson (congre, hareng). Mais la 
Bro: sauf chez ce peters a hydrates de carbone dans le 
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milieu, la difficultédela détermination des substances extractives 
utilisées, les résultats variables obtenus suivant le plus ou moins 
de temps écoulé depuis la préparation des bouillons, enlévent 
A ce milieu toute valeur précise au point - vue de la définition 
des’ microbes étudiés. | . 

Parmi les matiéres albuminoides , la peptone donne des 
résultats trés variables. Plusieurs marques de peptone (Cornélis, Whee : 
Chassaing) en solution a 2 et 5.0/0, n’ont donné lieu a aucun déve- ag 
loppement. Je n’ai obtenu des cultures que sur une solution a 4 
5 0/0-de peptone Chapoteaut, et sur le bouillon de panse préparé ee 
suivantla formule de Martin. Il est difficile, dans ces conditions, - 
d’affirmer que la peptone est un bon aliment pour les espéces E 
étudiées, les peptones commerciales étant des substances rela- 
tivement impures et complexes, et le bouillon Martin contenant 
les substances extractives de la viande, ainsi qu’une certaime ~~ \ 
quantité d’hydrates, de carbone. La gélatine seule n’est pas 
—utilisée par les bacilles étudiés, les milieux simplement géla- 
linisés restent stériles. Mais s’ils contiennentd’autres substances 
capables de pourvoir aux frais de premier établissement des 
microbes, la eélatine est liquéfiée et partiellement transformée_ 

en glycocolle. 

La caséine dissoute dans une solution faible de phosphate 
alcalin, la fibrine du sang, la syntonine préparée par l’action. 
de Vacide chlorhydrique sur la chair musculaire déja macérée, 
Valbumine coagulée de l’ceuf, sont des substances trés favorables 
-au développement de toutes les espéces étudiées ; elles les digt- 
rent rapidement et donnent sur les milieux ainsi préparés de trés 
abondantes cultures. Les sérosités naturelles fraiches et non 
chauffées ne fournissent pas A ces microorganismes un milieu 
favorable. Les cultures sur sérum, sérosité pleurétique, liquide 
d’ascite ou d’hydrocéle, sont toujours maigres et fragiles. Les 
-mémes milieux, longtemps conservés ou coagulés par la chaleur, 
donnent au contraire des cultures ahondaniees Je pense que 
Vaction antitryptique du sérum et des sérosités, sur laquelle 
nous aurons a revenir, n’est pas étrangéte | & la production au 
moins partielle de ce phénoméne. 

L’hémoglobine en solution a5 0/0, coagulée par la chaleur, 
peut spulemon fournir un miliew favonabjes mais stérilisée par 
lization, ue reste toujours stérile, 
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Cette faculté de digestion des substances albuminoides 
solides, commune A tous les bacilles étudiés, est assez impor- 
tante pour constiluer un des meilleurs caractéres du groupe, et 
méme dans certain cas un procédé assez commode d’isolement, 
Sur un milieu composé uniquement d’eau tenant en suspension 
des. cubes d’albumine d’ceuf cuit, ou des flocons de’ fibrine 


— soigneusement lavée, le nombre des microbes pouvant donner 


lieu @ un développement anaérobie est trés restreint. Sur’ ces 
milieux privés & peu prés complétement de substances hydro- 


carbonées, touies les espéces Gtudiées sporulent facilement et 
-abondamment. Par le chauffage, on peut ensuite facilement. by 


obtenir des cultures ne contenant que des microbes de ce 
groupe. 

- Sécrétion de trypsine. — Cette digestion des substances albu- 
ciineides est, ainsi que l’on devaits’y aitendre, liée ala sécrétion 
Wune véritable trypsine. Néanmoins, la mise en évidence de 
cette action tryptique n’est pas aussi facile que l’on pouvait 
Vespérer. Par la filtration sur bougie de cultures douées d'un’ 


_ pouvoir digestif considérable, on n’obtient en effet qu'un liquide 


complétement inactif. Si l’on prend soin d’opérer dans un cou- 


rant de gaz d’éclairage ou d’hydrogéne, le filtrat posséde quelques 


propriétés digestives; mais, pour mettre en évidence une 


action tryptique de quelque intensité, tout en se mettant en 


earde contre l’action directe des microbes, il est nécessaire de 
recourir a un procédé plus complexe. Aprés avoir soigneuse- 
ment centrifugé, j’ai pu constater que la diastase est libre dans 
le liquide et nullement fixée, comme on aurait pu le craindre, 
& la surface de la spore. Le liquide clair posséde en effet les 
mémes propriétés digestives que le dépot. | * 

La centrifugation ne débarrassant pas le liquide de tout 
germe, j'ai cherché & supprimer physiologiquement l’action 
vitale des bacilles restés en suspension, en les plagant dans des 
conditions absolument défavorables & leur développement, alors 
que l’action diastasique n’en subit aucune atteinte. 

En opérant a 48° et en présence de quelques gouttes de chloro- 
forme ou, mieux, d’essence de moutarde, il m’a été possible 
d’étudier Vaction tryptique produite par les microbes de ce 
groupe. Dans ces conditions, en effet, il est facile de mettre en 
évidence la peptonisation de la substance albuminoide qui 
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constitue le stade digestif le plus long et le plus important, 


l’apparition de la leucine et de la tyrosine étant considérablement 


retardée. Sur les cultures vivantes, au contraire, le stade de 
peptonisation est immédiatement suivi de l'utilisation de la 
peptone par le bacille et de sa décomposition en produits plus 


simples, ce qui fait qu’a aucun moment on ne trouve, dans les 


milieux de culture, de la peptone en quantité notable. 
Cette diastase agit puissamment sur la gélatine qu’elle liquéfie, 


la caséine, la fibrine, la syntonine, l’albumine de !’ceuf qu'elle 
peptonise. Elle se rapproche de la trypsine du pancréas par. 
Vinfluence qu’exerce sur elle la réaction du milieu. Son action, 


nulle en un milieu acide au méthyl-orange, !faible dans un 


milieu neutre au méthyl-orange mais encore acide au tournesol,. 


n’est vraiment efficace qu’a partir de la neutralité au tournesol, 
pour avoir son maximum en présence de I’alcalinité au tournesol, 
bien avant l’alcalinité a la phtaléine du phénol. 

Elle se rapproche encore davantage de la pancréatine par 
Yaction antitryptique qu’exercent sur elle les sérums. Il suffit 


en effet de quelques gouttes de sérum d’animal adulte (homme, - 
chévre, lapin, cobaye) pour empécher l’action de la trypsine— 


contenue dans 3 ou 4c. c. de liquide de culture centrifugés. 
L’action du sérum semble étre paralléle a celle qu’il exerce sur 


la trypsine pancréalique. Le sérum des animaux vaccinés contre 


Ja pancréatine, au point d’avoir un pouvoir antitryptique dix fois 
plus fort que celui du sérum normal, se trouve également plus 


cfficace, bien que dans une proportéon un peu moindre, vis-a-vis 


de la trypsine des bactéries étudiées. 

Cela semble donner lexplication d’un fait que j’avais 
observé depuis longtemps. Si l’on conserve dans des pipettes 
Ja sérosité pathologique produite par Vinoculation du vibrion 
septique, du bacille du rhumatisme, etc., on obtient, surtout en 
ce qui concerne ce dernier dont la virulence est trés variable, 
on obtient, dis-je, des résultats tras différents suivant l’age et 
Je sexe de I'animal — le cobaye dans l’espéce. — Sil’ona opéré 
sur une femelle pleine ou sur un cobaye trés jeune, le sérum, 
apres quelques jours de séjour a l’étuve, est complétement 


digéré, répand une odeur aromatique et sulfurée spéciale, et 


contient des spores en grande abondance. Si l’animal était au 


contraire 4gé, on n’observe ni digestion ni sporulation, sans’ 


néanmoins que la réaction du milieu soit devenue acide. 
Or, sil’on mesure le pouvoir antitryptique du sérum de cobaye ; 

soit vis-a-vis de la, pancréatine, soit vis-a-vis des trypsines bacté- ): ae 
riennes, on constate que celui du sérum de l’animal adulte est.” i: 
beaucoup plus considérable que celui des animaux jeunes, qu’il 
est nul a la naissance, plus marqué chez les males que chez les 
___ femelles, et qu'il subit pendant la grossesse un affaiblissement 
 trés maryué. Il y aurait peut-étre lieu de rapprocher ce fait de la 
prédisposition incontestable des cobayes jeunes et des femelles » 
____ pleines aux formes graves des infections par les bactéries pré- 
o. ...) cilées. 
ae Quant a lépoque de la sécrétion de la trypsine par les 
microbes, on peut constater que pendant les 36 & 48 premiéres 
heures ac la culture, on ne trouve presque pas de diastase libre 
dans le liquide de culture. Celle-ci ne commence a apparaitre que 
lorsque, la sporulation se produisant, le corps microbien com- 
“Ss mence ase résorber. Elle atteint son maximum lorsque, presque 
= tous les corps bacillaires ayant disparu, on ne trouve plus que 
q des spores libres. Plus tard, l’alealinité du milieu augmentant, le 
pouvoir tryptique dimiaue pour devenir nul aprés neutralisation, 
au bout d’un mois a cing semaines. L’excrétion de trypsine 
semble done étre fonction de la sporulation et de la résorption 
- du corps microbien. Lorsque, par la suile de la fermentation 

_ @un hydrate de carbone, la liqueur s’acidifie et que le bacille ne 
i -sporule pas, le liquide, aprés neutralisation, ne posséde aucune 
__- propriété tryptique. 

En somme, la digestion des substances albuminoides, par les” 
bacilles de ce groupe, est absolument analogue, au moins dans 
ses premiéres phases, a la digestion pancréatique, et différe 
notablement des digestions dues a I’action de la pepsine, de la 
papaine, de noma linatia: et de la iin protéolytique de 
Vaspergillus. 

Produits formés. — A part la gélatine qui se transforme 
partiellement en glycocolle sous l’influence des microbes 

étudiés, la fibrine, ’albumine, Ja peptone, la caséine, donnent 

_ comme produits afeiies des abe tanroes analogues, quel que soit 
le microbe de ce groupe. Le processus est un processus de 
putréfaction rapide et produit une simplification progressive de 
la molécule albuminoide en l’attaquant par son coté uréique. 


a" 
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L’odorat, réactif trés sensible en l’espece, ne peut déceler — 
aucune différence entre les différents microbes du groupe; mais 
Vodeur spéciale, difficile & définir, quedégagent les cultures, est, 
4 mon‘avis, un des meilleurs caractéres de ce dernier, 

L’analyse chimique décéle la présence d’hydrogéne sulfuré, 

—@acide carbonique, d’ammoniayue, d’ammoniaques composées 
(triméthylamine), de peptone en quantité souvent trés faible, de 
leucine, de tyrosine et d’acides gras. Parmi ces derniers se 
rencontre un peu d'acide butyrique et d’acide valérianique que 
‘lon peut caractériser par la distillation fractionnée. L’eau 
bromée ne décéle pas la présence de phénol libre. Ce dernier, en. 
effet, s’unit aux acides gras pour former des corps complexes, 
parmi lesquels se trouve toujours, en certaine abondance, acide 
paroxyphénylpropionique. 

Il est intéressant, en outre, de signaler que sur fibrine, sur 
albumine, mais surtout dans les solutions concentrées de 
peptone, tous les bacilles du groupe donnent lieu ala formation, 
en quantité variable et jamais trés abondante, d’un pigment noir 
insoluble dans l’eau, Valcool, les alcalis concentrés, soluble dans 
acide sulfurique et qui présente de grandes analogies avec la 
mélanine. . 

Alimentation hydrocarbonée. — AVinverse des aliments azotés, 
les substances ternaires sont impuissantes, & elles seules, a 
assurer le développement des bactéries étudiées. Il est donc 
indispensable de bien fixer les conditions expérimentales de ces 
recherches et-en premier lieu la nature de l’aliment quaternaire 
qui doit constituer la source d’azote, A ce prix seulement les 
résultats seront comparables, car, ayant le choix entre ses ali- 
ments, le microbe commence toujours par consommer celui 
dont lassimilation lui est le plus facile. Il est done nécessaire, 
pour pouvoir étudier les différences dans l’action des bactéries 
sur les hydrates de carbone, que I’alimentation azotée constitue 
un élément fixe et bien défini, 

Cette considération suffit pour éliminer les bouillons de 
viande usuels. Ils contiennent, en effet, des hydrates de carbone 
(glycose, inosite, glycogéne), et les méthodes préconisées pour 
les en priver n’atteignent qu’incomplétement leur but. Ea 
outre, leur composition varie dans de trop grandes propor- 
tions suivant lage de Vanimal, le muscle choisi, état de 
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fraicheur plus ou moins grande de la yiande, le temps écoulé 
depuis la préparation, ete, Le bouillon de poisson, bien que ne 
présentant pas la plupart de ces inconvénients, n’est pas un 
milieu assez nutrilif pour obtenir la préférence. 

La peptone, nous l’avons vu plus haut, donne des résultats 
trés variable, et le milieu préconisé par M. Grimbert pour ces 
recherches reste le plus souvent stérile. 

Les milieux 4 l’hémoglobine, la syotonine, la Abvine: 
Valbumine de l’ceuf, sont mieux définis. Voici la méthode qui m’a 
paru donner les résultats les plus comparables tout en per- 
mettant, sans ouvrir le tube et sans faire d’analyse chimique, de 
constater sil hydrate de carbone étudié a subi ou non la fermen- 
tation acide. | 

Le blanc d’ceuf de poule, frais et cuit dur, soigneusement 
sépare du jaune, est coupé en petits cubes qui sont placés dans un 
tube a essai avec quatre ou cing fois leur volume d’eau, soit 


ee 


oe 


j environ 2 grammes de blanc d’ceuf pour 10 c. c. d’eau de riviére. 
oo Le tout est ensuite stérilisé pendant un quart d’heure a 120°. 

@ Ce milieu, trés facile 4 préparer, donne lieu a des cultures 
a abondantes et présente de grands avantages si l’on veut étudier 


Vaction des bacilles sur les hydrates de carbone. 11 suffit, en 
effet, de dissoudre a la dose de 3 0/0 la substance a étudier dans 
Peau ot sont plongés les cubes d’albumine. Si I’hydrate de 
carbone nest pas attaqué, l’albumine se dissout sous l’influence 
de la trypsine sécrétée par les microbes. On peut alors affirmer 
{a présence de spores dans les cultures. Si, au contraire, 
Vhydrate de carbone subit la fermentation acide, lalbumine 
reste intacte, l'aclion de la trypsine ne pouvant s’exercer en 
milieu acide. | . 

On peut de cette maniére apprécier, sans ouvrir le tube de 
culture, la réaction qui s’est produite, par suite de Ja constance 
sf des rapports entre les facteurs suivants : Wune part, fermentation de 
--- Vhydrate de carbone, acidité, albumine intacte, absence de sporula- 
ua tion; d’autre part, hydrate de carbone non fermenté, alcalinité, 
dissolution des cubes d'albumine, sporulation. 

a Néanmoins, pour que les résultats soient absolu ment com. 
parables, la constance du milieu n’est pas suffisante; il faut 
a encore déterminer étroitement les conditions de l’ensemence- 
ment. Si, en effet, on se sert d’une culture sporulée, contenant, 


eee 
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par résorption du corps microbien, de la trypsine a l’état libre, 
cette dernigre peut agir sur l’albumine avant que la fermenta- 
tion de hydrate de Sara ait. produit une acidité suffisante 
pour en empécher l’action, et alors la culture s’oriente d’une 
maniére toute différente. Oa peut éviter cet obstacle de deux 
maniéres : 

1° En ensemencant avec une culture datant de moins de 
36 heures; = . | 

2°-En chauffant pendant 10 minutes, 4 90°, la culture sporulée 
avant de pratiquer Pensemencement qui doit toujours étre trés 
discret. 

Dans ces conditions bien déterminées, la méthode donne 
des résultats fort comparables auxquels il ne faut pourtaat pas 
demander une rigueur trop absolue, En effet, il semble bien 
que, dans certains cas, les microbes utilisent en trés faible pro- 
portion Vhydrate de carbone ajouté, sans que cette fermenta- 
tion s’oppose a la digestion de l’albumine. Cette utilisation se 
traduit surtout par un développement plus abondant. Mais il 
est permis de se demander sil ne s’agit pas principalement 
- dans cette action d’une modification osmotique du milieu qui 
le rend plus favorable a la culture. ; 

Ces restrictions faites sur la valeur chimique absolue dupro- 
cédé, il est incontestable que, dans l’application, il donne des 
résultats trés constants et par cela méme trés utiles comme élé- 
ment de différenciation entre les espéces. 

Produits de fermentation. Sauf quelques insignifiantes diffé- 
rences de proportion, les produits de fermentation se sont montrés. 
les mémes, quelques soient hydrate de carbone et le microbe 
étudiés. pas } 

Dans aucun cas, le compte-goutte de Duclaux et I’ alcoomatre 
n’ont permis de déceler la présence d’un alcool dans la liqueur 
distillée aprés neutralisation; pendant la distillation, on n’ob- 
serve & aucun moment le phénoméne des stries. Dansle liquide 
distillé se trouvent néanmoins quelques corps, denature proba~ 
blement aldéhydique, générateurs d’iodoforme et donnant, mais 
peu franchement, la réaction de Legal. Les bacilles étudiés se 
différencient divas nettement du Bacillus orthobutylicus de Grim- 
bert et des autres microbes analogues. 

Apres, addition d’acide eoaligue. la distillation meten évidence 
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une proportion notable d’acides volatils dont on peut facilement 
-augmenter la quaotité en ajoutant de la craie au milieu de cul- 
ture. Le dosage en devient alors plus facile. La méthode de dis- 
_-uillation fractionnée de M. Duclaux montre que l’on n’a pasaffaire pts 
- aunseulacide mais biena un mélange. Les chiffres obtenus, dans 
is un grand nombre de distillations ne varient que de quelques 
_ dixiémes, ce qui indique que le mélange d’acide se fait & peu pres 
constamment dans la méme proportion. \ 
Voici la moyenne de plusieurs ce 


Théorie pour un mélange de ; ' 


in” ‘Nombre Proportion 0/0 1 “partie dacide 2 partiesdacide 1 partie diacide’ Brac 
; de @acide passé . butyrique. butyrique., butyrique. | 5 
gue  centimatres S a la. 1 partie d’acide 4 partie d'acide 8 parties d’acide 
Rae ; cubes. distillation. acétique. ; acétique. | propionique, pa 
ee 10 13,47 
ae 20 26,02 25 
: 30 38,04 35,2 Doe ty 36,7 
} 40 49,34 46,0 50,8 41,7 
ee 350 59,56 53,7 60,7 58,3 ‘ 
a. oy Bea. 68,69 65 69,8 ; 68,4 
a 70 71,39 3,0 78 77,3 
ee 80 85,21 82,2 85,6 
. EAGT ~ 99,17 rs 
“@ 00 4100 \ 


On aurait pu hésiter entre un mélange d’acide acétique et — 
____ butyrique, ou d’acide butyrique et propionique; mais quelques 
dosages ont donné des chiffres inférieurs, dans les premiéres 
portions distillées, au chiffre théorique de l’acide_propionique 
a: pur. Is’agit donc bien dun mélange d’ acide acélique et butyrique 


we 


Bs - dans la proportion moyenne de 5 parties d’acide acétique pour 


a 3 parties d’acide butyrique. ; 
B. _-- L/acidité fixe est toujours peu considérable et semble due ade 
oe  «' faibles quantités dacides lactique el succinique. 

se Mais siles produits fournis sont les mémes, le pouvoir acidi- 


fiant varie suivant le bacille observé, et la réaction s’arréte plus 

ou moins tol suivant la sensibilité du microbe, aux acides formés. 
Voici, en effet, la quantité d’eau de chaux nécessaire pour neu- Sino 

traliser un centimétre cube de culture arrétée dans son dévelop- 

pement par l’acidité consécutive a la fermentation du maltose. 
Ces chiffres sont, jai pu le vérifier plusicurs fois, 4 peu pres 
constants lorsque la culture est livrée é a elle-néme. 


Specie Bacille Vibrion Bacille’ Bacille ch. ; ' Bacille Bacille Baceille 
putrijicus. Legros. septique. botulisme. symptomatique, Achalme. Klein, perfringens 


0,60 0,65 0,68 0,74, 0,88 0,94 0,95 . 0,97 
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Fermentation des hydrates de carbone en particulier. 


Maltose. — Le maltoseestle sucre qui fermente le plus facile- 
ment sous l’influence des microbes étudiés. Seul, le bacille téta- 


nique dissoutl’albumine en sa présence, et encore, pour obtenir. 


ce résultat, est-il nécessaire de prendre quelques précautions. 


Le milieu blanc d’ceuf coagulé est, en effet, légérement alcalin. — 
Si on porte trop longtemps a une-trop haute température ce 


milieu contenant 30/0 de maltose, il se produit une légére cara- 
mélisation du sucre, ayant pour résultat de teinter le liquide -et 


les cubes d’albumine en un jaune brun plus ou moins accentué. — 


Lorsque le milieu a été ainsi modifié, l’'albumine devient d’une 
digestion plus difficile, et il shresnlte, par comparaison, une fer- 
mentation plus facile du sucre qui, dans ces conditions, fermente 
sousl’action du bacille tétanique. Pour éviter cette caramélisation, 


il est nécessaire de neutraliser exactement le liquide avant la sté- 


rilisation et de se contenter pour cette derniére d’une exposition 
pendant 10 minutes ala température de 110°-115°, 

Glycose. —Laméme observation s applique a lapréparation des 
miliéux glycosés. Le glycose fermente un peu plus difficilement 
que le maltose. Le bacille tétanique, le vibron septique, le 
bacille du charbon symptomatique, sont sans action sur lui, 
lorsque le milieu a été préparé avec soin, mais ils l’acidifient en 
cas de caramélisation légére. 

Galactose. — Ce sucre est un peu moins fermentescible encore 
que le glycose. L’albumine se dissout dans les cultures de bacille 
tétanique, de bacille du charbon sy mnlontelaaes de bacille du 
_botulisme et de vibrion seplique.. 


_@ 


Lactose. — Ici a lieu la scission absolue entre les deux sous- 


groupes que forment les bacilles étudiés. Dune part, le bacille téta- 
nique, le vibrion septique, le bacille du charbon symptomatique, 
le bacille du botulisme, le bacille décrit par Legros, le Bacillus 
putrificus coli ne font jamais, dans les conditions defies: fer- 
menter ni la lactose ni aucun des sucres suivants. D’ autre part, le 
bacille que j’ai décrit, celuidé Klein, le Bacillus per fringens exer- 


cent au contraire sur un certain Wenihee d’entre eux une action . 


fermentative v igoureuse. 
Saccharose. — SouslVinfluence de ces derniéres bactéries, le 
saccharose fermente directement et sans qu il soit Basebin 


/ 
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a aucun moment de déceler soit un ferment inversif, soit une 
trace de sucre interverti. 
Inosite. — La structure moléculaire, probablement cyclique, 
de ce sucre,; et sa présence constante dans l’organisme animal, 
rend particuliérement intéressante l'étude de sa fermentation. 
Or, ilse comporte comme les deux sucres précédents, fermentant 
sous linfluence des mémes bacilles et ne présentant aucune 
____ particularité quant aux produits formés. 
F _ Glycérine. — La glycérine est également ateqnts par le 
ae Bacillus perfringens, les bacilles d’Achalme et de Klein; les autres 
-___ @spéces ne lui font subir aucune modification; sa présence, a 
_ Vinverse de celles des substances précédentes, semble plutot 
ae jes géner dans leur développement. 
Dextrine. — La présence de dextrine favorise au contraire la 
culture de toutes les espéces étudiées; {mais les trois mémes 


_--___ pour paralyser laction tryptique. Cette fermentation est consé- 


-—_ eutive A Vaction d’une amylase transformant la dextrine en— 


maltose. On peut isoler l’action de cette diastase d’une maniére 
- analogue A celle signalée plus haut pour la trypsine. 

SS Amidon. — L’ aucdah se comporte comme la dextrine. Une 
____ particularité assez constante pour étre utile, doit en plus étre 
signalée. Le bacille du charbon symptomatique posséde la pro- 
___ priété de liquéfier ’empois d’amidon & 3 0/0, mais sans pouvoir 
en pousser plus loin la transformation. Le bacille tétanique, le 
-vibrion septique, le bacille du botulisme, le bacillus putrificus, 
le bacille de Legros ne présentent pas cette particula- 
 <- “rité: . 
Mannite-Dulcite. — Dans les milieux a la mannite et @ la 
‘ dulcile, la digestion de l’albumine se fait rapidement, quelle que 
- . soit l espéce en expérience. Néanmoins la culture est plus abon- 
dante que dans les milieux ne contenant que l’albumine et l’eau. 
= Le Bacillus orthobutylicus de Grimbert fait fermenter au contraire 
-— activement ces deux substances. — 


—_ sence du Bacillus orthobutylicus. L’amylase sécrétée par les 
¢ -bacilles agissant sur l’amidon, reste sans effet sur l’inuline 
+ conformément a l’obseryation de Grimbert. 

iS Erythrite. — Cette substance ne donne lieu & aucune fermen- 
43 


bacilles sont seuls & provoquer une fermentation acide suffisante 


Inuline. — Linuline reste également intacte sauf en pré- 


= 
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tation et sa présence semble plutét nuire au développement des 
cultures. 

Amygdaline. — La (amontatien de ce glycoside est intéres- 
sante, en ce qu’elle permet de séparer nettement le Bacillus 
putrificus coli des autres espéces étudiées. Alors qu’en présence 
de V’amygdaline l’albumine est rapidement digérée par ces 
derniéres, elle reste intacte dans les tubes ensemencés avec le 
Bacillus putrificus. Lorsqu’on ouvre le tube, on eonstate une 
forte odeur d’amandes améres; Vacidité n’est jamais trés consi- 
dérable et la fermentation du glycose, résultant de la décompo- 
sition de l’amygdaline, semble surtout génée par les autres pro- 
duits formés. Par le procédé signalé plus haut a propos de la 
trypsine, on peut facilement mettre en évidence la présence 
@une émiulsine. Le Bacillus orthobutylicus partage avec le 
Bacillus putrificus cette propriété. 


L’aspect de l’albumine en présence des différentes substances 
hydrocarbonées, ainsi que Vinfluence de ces derniéres sur 
Vabondance de la culture, peut donc offrir un intérét marqué 
dans la différenciation des bacilles étudiés, ainsi que l’indique le 
tableau de la page suivante. 


En dehors de leur action pathogéne, on peut done caractériser 
de la maniére suivante les bacilles qui font l’objet de cette 
étude. 

Caractéres communs du genre. 


Bacilles anaérobies, se colorant par la méthode de Gram et 
mieux par celle de Claudius, produisant des spores, mais seule- 
ment en milieu alcalin, liquéfiant la gélatine, dissolvant a l’aide 
d’une trypsine, l’albumine, la fibrine, la caséine : donnant nais- 
sance par la fermentation des hydrates de carbone a la forma- 
tion d’acides volatils consistant en un mélange d’acide acétique ; 
et d’acide butyrique. 

Si lon veut caractériser par un mot la fonction chimique 
de ce groupe, on pourrait leur donner le nom de groupe des 
bucilles anaérobies trypto-butyriques. 


Pour différencier chaque espece, il est possible de tirer du 
tableau la table dichotomique suivante : joes 
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e b s 3 B= 8 
= oS 5 | 3 =) 
Bacille du tétanos. . | dissoute} dissoute} dissoute| dissoute] dissoute dissoute 
ttf EE tHE lp Re 
Vibrion septique...| intacte | dissoute | dissoute] dissoute|] dissoute|dissoute 
+++ t+4]4 44/44 414441444 
Bacille du charbon| ‘ 
symptomatique ,..| intacte dissoute| dissoute] dissoute]| dissoute dissoute 
Sabet ts lea eh) Rie Ses ene a eae et 
Bacille du botulisme.| intacte | intacte dissoute | dissoute} dissoute] dissoute 
tttl+++] ++ [+4+4]44+4]4 44 
Bacille de Legros... | intacte | intacte | intacte | dissoute| dissoute| dissoute 


Bacillus pu trifieus. 


Bacille’ d’Achalme. . 


if 


Bacille de KJein.... 


Bacillus per fringens. 


+4++)+tt]+++ 


intacte 


intacte 
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intacte 


intacte 


+++/++4/++4+ 
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Glycérine. 


Dextrine. 
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4+ }++4+ 
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Amidon. 
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amidon intact 
dissoute 


amidon intact 
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amidon liquéfié 
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dissoute | dissoute | dissoute| dissoute|dissoute 


+++]+++]4+ +4 


dissoute] dissoute | dissoute] dissoute| dissoute 


Seren) ested st oF pipet ae 


dissoute| dissoute | dissoute} dissoute|dissoute|~ 


tH+i +++) + t+ | — = [+++ 


dissoute | dissoute 


S00 mana 
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Pate 
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t+t]++4+/4++/t+4+4]444]444] —— |e 4 


amidon intact 
dissoute 


+++ 


-amidon intact - 
dissoute 


+++ 


amidon intact 
dissoute 


+++ 


intacte amidon saccharifié 


intacte 


intacte | intacte | intacte | intacte | intaete | intacte 
++4lt+t] +++] 4+4l+ +44 444d 
intacte | intacte | intacte | intacte | intacte | intacte 
“ean 


intacte 


intacte | intacte | intacte | intacte 


intacte 


intacte 


F+H+HH ett ttle etl ttl ee 


intacte 
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amidon saccharifié 
intacte . 


+++ 


amidon saccharifié 
intacte 


+++ 


dissoute | dissoute] dissoute| dissoute| dissoute 


+++[t4++/444 +++ 


dissoxte | dissoute | dissoute] dissoule | dissoute 


+4 t]t++ltt4] — J444 
odeur 
amandes 
ameres 
dissoute] dissoute|dissoute} dissoute] intacte 
Fett+tttty + itt 


dissoute] dissoute| dissoute] dissoute|dissoute 


++ 4ltttl+++ ee 


|_| [| J | MM —_ 


. . . . ‘ : . 
dissoute | dissoute | dissoute| dissoute | dissoute 


+ + [+++ 


dissoute | dissoute | dissoute] dissoute| dissoute 


tHHt++lt++4] 4+ [444+ 


Shs signe + indique une augmentation dans l’abondance des cultures. 


Le signe — indique une diminution. 
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4. Culture en présence d’amidon 3 0/0. 
—  amidon intact. Albumine dissoute, 2. 
= —  liquéfié. Albumine dissoute. B, du charbon symptomatique. 
=> —  saccharifié et fermenté. Bacille d’Achalme. 
— — a ~~ Bacille de Klein. 
= ae _ Bacillus perfringens. 
2. Culture sur amygdaline. Albumine intacte. Baczllus putrificus colt. 
= — Albumine dissoute, 3. 


3. Culture sur glycose..... Albumine intacte, 4. 
= _— Albumine dissoute, 5. _ 
4, Culture sur galactose... Albumine intacte.- Bacille de Legros. 
a —_ Albumine dissoute. Bacille du botulisme. 
5. Culture sur maltose...., Albumine intacte. Vibrion septique. 


ae = Albumine dissoute. Bacille tétanique. 


De la lecture du tableau précédent et de cet essai de différen- 
ciation, il est facile de se convaincre que, si certaines distinc- 
tions sont fragiles, par exemple celle entre le bacille du charbon 
symptomatique et le vibrion septique, il est possible disoler des 
autres espéces un sous-groupe bien caractérisé formé par le 
bacille d’Achalme, celui de Klein, et le Bacillus perfringens. 

Mais, il est impossible de pousser plus loin la différenciation » 
entre ces trois bacilles, et ma conviction est quils ne forment 
qu’une seule et méme espace, a laquelle il faut probablement 
ajouter le bacille du phlegmon gazeux de Fraenkel et certains 


-microbes que lon rencontre parfois, bien que fort er 


a l'état normal, dans la flore cadavérique. 

En ce qui concerne en effet les trois bacilles précités, leurs: 
propriétés pathogénes sont expérimentalement les mémes. 
Les lésions quils provoquent chez les cobayes, les lapins, etc., 
ne présentent aucune différence sensible. Leur virulence est 
soumise aux.mémes amples variations. Chez homme méme, 
action semble analogue. En effet, absorption involontaire de 
spores du bacille que j’ai décrit a provoqué chez moi des phéno-— 
ménes intestinaux pouvant justifier le nom de Bacillus enteri- 
tidis, et rappelant en méme temps les accidents connus sous le 
nom de coliques d@’amphithéatre. 

Au fond, les differences signalées par les auteurs ne sont 
autre chose que des différences d’origine, et s'il a été décrit 
plusieurs espéces différentes, c’est que sa description biologique 
nes’ est complétée que peu a peu. 

En résumé, il s’agit la, comme je Vai déja indiqué au 
congrés de 1900, d’un bacille & tout faire yue l’on ne peut 
micux comparer qu’au streptocoque. dans son action pathogéne. 
La maladie spécifique qu’il provoque par son développement 
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dans le myocarde est le rhumatisme articulaire aigu, de 
méme que le streptocoque produit la maladie spécifique, 
Pérysipéle; mais il est susceptible, comme ce dernier, de 
provoquer, soit seul, soit associé, des maladies a lésion banale, 
tels qu’abcés, gangrénes, entérites, infections puerpé- 
rales, etc., etc. Rees 

Tl est done nécessaire de eee pour la clarté des faits, 
un état civil unique a ce bacille que j’ai décrit, pour la premiére 
fois en 1891, comme agent pathogéne du shanatieme articulaire 
aigu, puis dont la description a été donnée en 1892 par Welch 


et Nuttal dans la flore cadavérique, par Fraenkel en 1893. 


comme agent pathogéne du phlegmon gazeux, par Klein en 
1895 sous le nom de Bacillus enteritidis sporogenes, enfin en 
1898 par Veillon et Zuber sous la dénomnination de Bacillus 
perfringens. 

Voici, du reste, pour servir 4 son histoire, la liste des princi- 
paux travaux auxquels ces divers avatars ont donné lieu. ~ 


> 


BACILLE DU RHUMATISME ARTICULAIRE AIGU 
» AcHatue, Société de biologie, séance du 25 juillet 1891, Examen bactériolo- 
gique d’un cas de rhumatisme articulaire aigu terminé par la mort. 


_ Acuatme, Société de biologie, séance du 13 mars 1897. Pathogénie du rhuma- 
tisme, Examen bactériologique d'un cas terminé par la mort, p. 276. 


Tutrotorx, Société de biologie, 1897, séance du 13 mai, p. 268; séance du 


- 9 octobre, p. 882; séance du 6 novembre, p. 945. Société médicale des hdpitaux, 


séance du 5 novembre 1897. 


AcHALME, Recherches bactériologiques sur le rhumatisme articulaire aigu, 
Annales de UInstitut Pasteur, 1897, novembre, p. 845. 


TRIBOULET Er Coyon, Société médicale des hépitaux, séance du 24 décembre 1897; at 
Le Rhumatisme articulaire aigu, Baillére, in-16, 95 pages. 


Savrcsenxo, Sur le rhumatisme articulaire et la bactérie d’Achalme, Archives’ 


russes de pathologie, mai 1898, avec planche en couleurs, p. 558; extrait en 
francais par auteur, p. 613. - 


Carrturae, Société de biologie, 1898, p. 736. Rhumatisme articulaire aigu. épan- 


chement pleurétique, présence du bacille d’Achalme. 


Pic et Lesteur, Contribution a la bactériologie du rhumatisme articulaire 
aigu, Journal de physiologie et de pathologie générale, 1898, p. 1007. 
‘DE Berrencourt, Note sur la présence du bacille d’Achalme dans le sang d’un 
homme atteint de rhumatisme articulaire aigu, Archivos de Medicina, t. II, ne 2 
Hew err, Présence du bacille d’Achalme dans un cas de rhumatisme articulaire 


- aigu; son identité probable avec le Bacillus enteritidis sporogenes (Klein), Patho- 
logical Society of Londonin The Lancet, 1901, p. 705. 


? 
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BACILLUS EMPHYSEMATOSUS DE FRANKEL 


FRAENKEL, Centralblatt fir Bakteriologie, Bd. XIII, p. 13, et Ueber Gasphleg-— 


monen, Hamburg et Leipzig (L. Voss). ‘ 


Cuavicny, Gangréne gazeuse subaigué provoguée par un bacille spécial, 
Annales de l'Institut Pasteur, 1897, n° 11, p. 860. 

FRAENKEL, Sur la cause du phlegmon gazeux, Munchener. Med. Wochenschrift, 
1899, n° 42, p. 1369. 

’ Hister, Recherches sur la connaissance des bactéries anaérobies étudiés dans 
les maladies de l'homme et des animaux, Centralbl. f. Bakteriol., 1899, vol. XXV, 

rallies 

4 HITSCHAMANN ET LAINDELTHAL, Recherches sur la gangréne foudroyante, Arch. 
f. Klin, chirurgie, Bd. LIX, 1899, 4** partie, et XXVIII, congrés allemand de 
chirurgie, Berlin, 5-8 avril 1899. 


BACILLUS PERFRINGENS (VEILLON) 
VeILLon ET Zuper, Recherches sur quelques microbes anaérobies et sur leur role 
en pathologie, Archives de médecine expérimentale, juillet 1898. 
Rist, Ltude bactériologique sur les infections d’origine otique, Th, Paris 1898. 
Guittemor, Recherches sur la gangréne pulmonaire, Th. Paris 1898. 
= Sur un cas de gangréne gazeuse due & un bacille anaérobie différent 
du vibrion septique, Soc. biologie, 5 nov. 1898. ; 


BACILLUS ENTERITIDIS SPOROGENES ; 

Kuern, Rapport sur les relations entre le choléra asiatique et le choléra nos- 
tras, Report of the med. offices, local governement board, 1895, p. 197; 4896, 
“p. 225, 

Kien, Morpholees et biologie du bacillus enteritidis sporogenes, sonrdle dans 
las diarrhées infantiles et le choléra nostras et sa présence dans le lait, le fumier, etc. 
Report of the medical officer, Rts OES Ges board, 1897-98, p. 210; Auxiliary 
seventific association, 1898. 

Oskar Witp, Travail sur la connaissance de Bacillus erent HOS espns ae 
Centr. f. Bakteriologie, 1898, vol. XXIII, p. 913. 

“Hister, V. plus haut. 

Hewtrt, Observations préliminaires sur la présence du Bacillus enteritidis 
sporogenes (Klein) dans la colite ulcérative et les selles normales, Transactions 
of the Jenner Institut of preventive medicin, vol. Il, p, 70. 


BACILLUS CADAVERIS BUTYRICUS = 

We cu ev Nurrat, Bacille produisant des gaz et capable d'un rapide dévelop- 
pement dans le cadavyre aprés la mort. The Johnson Hopkins Hopital, Bul- 
letin 1892, no 24, 

Ernst, Sur un bacille producteur de gaz et sa peesente dans le cadavre humain, 
Teneies Archiv., t. CXXXII. 

Stennpere, Cité in Traité de Flugge, t. XXI. 

Goosen, Sur le bacille des organes emphy SP btene (Schaumorganen) Centr. ie 
Pathol. Anatomie, Ba. VI. 


feypenneicu, Emphyseme du foie, Centr. f. Bakteriol., t. XXI, 


Bupay, Sur la production anormale de gaz aprés la mort. Centralbl.f, Bakler. 


1898, t. XXIV, p. 869, 
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q général et dans celle de la blennorrhagie en 
particulier. 


4 Par te Dt I. HIMMEL (ps Kazan). 


= ; (Travail du laboratoire de M. Metchnikof.) 


. Le rouge neutre (neuwtralroth) est un chlorhydrate de dimé- 
3 thyldiamidotoluphénacétine. 

. Ehrlich‘ a le premier signalé la propriété que posséde cette 

_matiére colorante de fieindre les éléments cellulaires vivants. 

D’aprés cet auteur, cette propriété est surtout due 4 ce fait que 

le rouge neutre (neutralroth) diffuse facilement A travers les 


e qui fixent énergiquement cette matiére colorante. 

a Le rouge neutre a été ensuite étudié par plusieurs auteurs, 
et notamment par M. Plato, qui a consacré plusieurs mémoires 

' ace sujet; voici comment a résume les résultats de ses expé- 


riences. 


Les substances qui se colorent a Vintérieur des leucocytes 


, sont des matiéres albuminoides englobées telles que : microor- 
4 ganismes, hématies, spermatozoides, produits de désagrégation 
d’autres cellules, etc. : 

La coloration de la majeure partie de ces inclusions dépend 
de la vitalité de la cellule englobante; l’auteur désigne cette 
coloration sous le nom d’intravitale. 

La coloration se conserve seulement dans le granuloplasme 
et disparait dans l’hyaloplasme. La coloration intravitale dépend 
de la position des inclusions colorées qui perdent leur couleur 
en quittant la cellule. 

La partie vitale colorable des vacuoles, ainsi que celle des 


4, Exsacicu, Ueber Neutralroth, Allg. Medic. Centralzeitung, 1894, n° 2. 


éléments cellulaires vivants, éléments contenant des subtances 


a 
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variétés de bacilles pseudo-tuberculeux ne fixent pas du tout la 
matiére colorante tant qu’ils sont vivants, tandis qu’ils se colo- 
rent faiblement, il est vrai, dés qu’ils sont morts. La coloration 
de ces microorganismes morts est d’autant plus intense, que la 
bactérie est plus grosse; ainsi, la coloration de la bactéridie char-_ 
bonneuse et du bacillus subtilis était-elle plus prononcée que celle 
du bacille de la tuberculose ou du chancre mou. 

La durée du temps de contact des solutions faibles de rouge 
neutre est sans aucune influence, et les bactéries laissées dans 
une goutte pendante, mélangée a du neutralroth, pendant quelques 
jours, ne présentaient pas de coloration plus intense. 

J’ai procédé ensuite A la coloration de différentes cellules de 
Vorganisme animal, telles que les cellules épithéliales a cils vibra- 
tils, les cellules endothéliales, les fibres-cellules musculaires du 
cceur, les cellules hépatiques, les cellules glandulaires de l’es- 
tomac, et les cellules nerveuses des cornes antérieures et des 
ganglions spinaux, 

Ces recherches m’ont démontré que les noyaux cellulaires 
fixent la matiére coiorante d’une fagon plus ou moins intense ; 
dans quelques cas, leur coloration est trés faible, et permet 

seulement de distinguer les contours du noyau colorés en rose ; 

dans d’autres cas, au contraire (dans les cellules nerveuses, par 
exemple), la coloration des noyaux est si intense, qu ils prennent 
une couleur rouge rubis. 

Sil’on séche ces préparations en les chauffant légérement a 
Ja flamme d’un bee de Bunsen, cette coloration ne disparait pas 
et se conserve indéfiniment. Dans tous ces cas, le protoplasma 
cellulaire ne se colore pas du tout pendant toute la durée de 
Popération. 

Si je voulais chercher a établir une analogie dans la colora 
tion des substances 4 réaction alcaline et neutre, je pourrais 
émettre cette hypothése que la coloration du noyau est due a sa 
réaction faiblement acide. Mais je préfére m’abstenir d’une telle 
conclusion avant d’avoir des exemples plus probants. 


Pour mes recherches ultérieures, je me suis servi de leuco- 
cytes frais, yui ne contenaient aucune substance étrangére dans 
leur intérieur, Ainsi, je recueillais & l’aide d'une pipette une 
goutte de liquide péritonéal d’un cobaye absolument sain, auquel 
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on n/avait pas fait d’injection dans le péritoine, et je l'examinais 
au microscope aprés coloration au neutralroth. Généralement, 
presque tous les leucocytes restaient incolores; leurs noyaux 
ne fixaient pas non plus de matiére colorante, de sorte que pour 
les distinguer, il fallait se servir d’un éclairage modéré. 

Dans quelques leucocytes isolés, on pouvait voir des granu- 
lations colorées en rouge vif, avec reflet couleur brique et non 
violet. 

En observant une semblable préparation pendant quelques 
heures au microscope, on pouvait voir que le nombre de gra- 
nulations colorées devenait de plus en plus considérable et 
que leur présence pouvait étre constatée méme dans les cellules 
qui, au début, n’en contenaient pas. 

24 ou 48 heures aprés le début de l’expérience, ces granula- 
tions comimengaient a se décolorer, et les cellules devenaient 
incolores. Pour me procurer un plus grand nombre de leuco- 
cytes, je provoquais la leucocytose en injectant dans le péritoine 
de cobayes 3 45 cc. c. de solution physiologique de sel marin; 
je cherchais a éviter aussi la phagocytose des corps albuminoides. 
A Vexamen des leucocytes ainsi obtenus et colorés au rouge 
neutre, on voyait que le nombre de granulations colorées n’était 
pas supérieur a celui constaté dans le premier cas, et que l’appa- 
rition des granulations colorées et leur décoloration progressive 
s effectuait de la méme manieére. 

Enfin, pour l’étude de la coloration des granulations intra- 
cellulaires, je me servais également des leucocytes obtenus par 
injection intrapéritonéale de 3 a 5 c. c. de bouillon stérilisé. 
On yoyait dans ce cas que le nombre de granulations colorées 
était, méme au début de l’opération, supérieur a ce qu'il était 
dans les deux premiers cas, et qu’avec le temps leur nombre 
augmentait relativement plus vite; cependant, en continuant 
Vobservation, on constatait que leur coloration s’effectuait de la 
méme maniére que dans les deux cas précédents. 

La question se posait de savoir ce que représentent ces 
granulations colorables de la cellule vivante? Est-ce le stroma 
cellulaire? Sont-ce des granulations basophiles ou éosinophiles 
colorées pendant la vie? La coloration de contréle faite a ce 
dernier point de vue n’a donné aucune indication. S’il s’agis- 
sait de la charpente cellulaire, toutes les cellules auraient certai- 
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nement été colorées, et nous n’aurions constaté aucune différence 
dans les cas ou l’on avait injecté une solution physiologique et 
du bouillon. Mais, ainsi que jel’ai déja dit, dans les cas ou la 
leucocytose a été provoquée par l’injection de bouillon, le nombre 
de granulations colorées était plas. considérable que dans le cas 
ou la leucocytose a été provoquée par le liquide physiologique. 

Diverses opinions ont été émises sur la nature des granu- 

oe lations colorables. Przumycki pense que ces granulations 
font partie constituante de la cellule vivante; pour Galleoti, au 
contraire, les seules particules qui se colorent proviennent de j 
Tp substances englobées par les phagocytes ou sont des produits q 
“4 de l’activité sécrétoire de la cellule. Ehrlich considére ces granu- 
Ss lations comme résultant des échanges nutritifs et leur reconnait 
une grande affinité pour le rouge neutre. Plato soutient la 
méme opinion. Avec Galleoti, Ehrlich et Plato, j’admets que ces 
eranulations résultent de l’activité sécrétoire de la cellule, mais 1 
j’ajouterai que leur réaction est acide, et que c’est pour cela } 
qu’elles apparaissent colorées d’une facon si intense avec des 
solutions aussi diluées de neutralroth. 2 

Aprés avoir examiné une série de préparations de leucocytes ; 

qui n’ont phagocyté aucune substance étrangére, j’al passé a 
étude de la coloration de leucocytes ayant englobé diftérentes 
matiéres. 

Dans toutes mes expériences, la leucocytose était provoquée 
par Vinjection intrapéritonéale de culture de bouillon chez 
des cobayes. Pour obtenir la phagocytose, tantét j’introduisais 
18 & 24 heures aprés la premiére injection, diverses substances, 

e dans le péritoine, tantét je mélangeais l’exsudat péritonéal 

avec différents produits destinés a étre englobés, puis je rassem- 
blais les leucocytes a Taide de la centrifugation, comme le fai- 
saif aussi Plato. Tout d’abord, j’injectai dans le péritoine des | 
cobayes du tale en suspension dans la solution physiologique de ss 
sel marin, et j’examinai ces leucocytes aprés le début de la pha- 
gocytose, soit 1/2-1 heure aprés introduction du tale. Un peu 
de l’exsudat péritonéal est mélangé avec tine partie égale de solu- 
tion de rouge neutre, et sil’on examine le mélange jane la goutte 
pendante, on voit que des parcelles de tale libres non phagocy- 
tées sont complatement incolores, tandis qué les fragments — 
inclus dans les leucocytes sont colorés en rouge vif, rappelant 
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_ la coloration des gonocoques englobés. Cette coloration se con- 


servait durant 24-48 heures, et & cdté des particules de talc 


_colorés apparaissaient, avec le temps, dans les leucocytes des 


‘granulations colorées; puis, quand la cellule mourait, il y avait 
décoloration des particules de tale et des granulations teintées. 
Je ne veux pas m/arréter pour le moment a discuter ce phéno- 
méne et je passe aux autres substances dont je me suis servi. 
Des fragments de coton injectés dans la cavité péritonéale 
d’un cobaye étaient rapidement englobés par les leucocytes. Ces 
fragments colorés par le rouge neutre dans la goutte pendante, 
prenaient rapidement a l’intérieur des leucocytes une coloration 


rouge intense; les flocons de coton libres étaient faiblement colo- 


_rés en jaune clair. Si on conservait cette préparation jusqu’a 
décoloration compléte, on pouvait voir que les grosses fibres 
intracellulaires se désagrégeaient en fibrilles plus ténues, qui 
se divisaient 4 leur tour en fragments plus petits; finalement il 


y avait dans la cellule une quantité considérable de petites: 
- granulations nettement colorées et ne se décolorant qu’a la 


mort de la cellule. 
J’ai fait aussi des recherches sur la coloration des bactéries. 
mortes et phagocytées. Je me suis servi de 15 variétés et 
j'ai procédé comme dans les expériences- précédentes. Le 
tableau microscopique était identique dans tous les cas; j’y 
reviendrai quand je parlerai de la coloration des bactéries 
vivantes englobées par les phagocytes. 
Toutes les bactéries mortes se coloraient trés faiblement par 
‘le rouge neutre; mais elles prenaient une coloration rouge 
intense quand elles étaient dans lintérieur des phagocytes. II 
est vrai que dans quelques cellules la coloration n’était pas trés 
-nette, mais si l’on examinait attentivement la cellule en ques- 
tion, on pouvait constater que sa vitalité n’était pas trés pro- 
noncée et qu'elle succombait rapidement, sans doute a la suite 
de quelque avarie subie pendantles manipulations. Ace moment, 
les microorganismes morts, contenus dans son intérieur, se déco- 
loraient complétement. Si l’on observe des microorganismes 


morts englobés par les phagocytes, on peut voir qu’aprés s’étre 


fortement colorés, ils gonflent, puis se fragmentent en particules 
de plus en plus petites, mais restent toujours teintés. Les 
bactéries, tout comme les particules de talc et les flocons d’ouate, 


x 
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sont colorées tant qu’elles restent dans le granuloplasme, mais 
dés qu’elles passent dans cette zone claire et homogéne que 


forme l’hyaloplasme autour de 1a cellule, leur coloration dispa- — 


rait aussitot, et elles deviennent complétement transparentes. 
Puis, quand le courant intracellulaire raméne ces substances 
dans le granuloplasme, elles apparaissent de nouveau colorées. 

Ces phénoménes étaient surtout intéressants 4 observer sur 
des phagocytes ayant englobé un filament de coton ou une 
chainette de bactéridies charbonneuses dont une partie restait 
en dehors de la cellule. La partie englobée qui se trouvait dans 
le granuloplasme avait une coloration rouge, celle qui traversait 
Vhyaloplasme restait complétement incolore; enfin, la portion 
extracellulaire avait une coloration jaunatre. 

J’ai remarqué, dans toutes ces expériences, quau bout de 
24 & 48 heures la décoloration des inclusions intracellulaires 
était compléte; 4 ce moment les leucocytes sont morts ou sur le 


point de mourir. Quant 4Vinfluence des agents nocifs epee. 


sur la cellule au point de vue du changement de coloration, j’en 
parlerai plus loin. ; 


Lorsque les leucocytes ont englobé des bactéries vivantes, 


aspect des préparations n’est pas aussi simple, ni aussi 


homogéne. 

Dans le cas des bactéries mortes, toutes celles qui sont dans 
Vintérieur des phagocytes se montrent colorées; il n’en est pas 
de méme avec les hactéries vivantes : trés souvent & cété de 


_bactéries colorées, d’autres restent incolores; 4 coté d’un 


microorganisme présentant une coloration intense, un autre est 
a peine teinté. 

Je me suis servi des variétés microbiennes suivantes : bacté- 
ridie charbonneuse, premier yaccin charbonneux, bacillus 
subtilis, colibacille, bacille de la diphtérie, bacille de la grippe, 
vibrion du choléra, bacille du chancre mou, bacilles de la tuber- 
culose humaine et aviaire, bactérie de Rabinovitch et ae 
autre variétés de bacilles pseudo-tuberculeux. 

Je choisissais, autant que possible, des cultures jeunes, pour 
éviter les formes dégénérées, 

Si l'on injecte la culture, charbonneuse virulente et récente 


dans le péritoine d'un cobaye auquel ona préalablement fait une. 
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injection de bouillon stérilisé, et que l’on examine en goutte pen- 
dante, l’exsudat, additionné de rouge neutre, on peut voir, au 
bout de 15-30 minutes, que les bactéridies non englobées restent 
complétement incolores, tandis que les bactéridies englobées se 
colorent assez fortement en orangé avec reflet rouge brique. J’ai 
remarqué qu'il y a toujours un reflet rouge brique dans la colo- 
ration de toutes les substances phagocytées, de sorte que je ne 
mentionnerai plus ce fait jusqu’au moment ou je parlerai des 
propriétés oxydantes que posséde la cellule vis- -a-vis de la 
substance qu’elle englobe. : 

Cette coloration GEaVEIRGE peu a peu plus faible et disparais- 
sait par places au bout de 1-2-3 heures; sur d’autres, elle se 
conservail a peu prés 24 heures; mais l’intensité de la couleur 
n était pas aussi prononcée qu’avec les cultures charbonneuses 
mortes. 

Je n’ai jamais constaté de multiplication des bactéridies 
charbonneuses englobées dans l’intérieur des leucocytes, aprés 
leur décoloration ou, ce qui revient au méme, aprés la mort du 
leucocyte. Mais je considére ce phénoméne comme parfaitement 
possible, car apres la mort des globules blancs, les bactéries 
trouvent dans les corps leucocytaires un milieu de culture 
favorable, en méme temps qu’elles ne subissent plus l’action 


destructive de la cellule vivante. 


Au début de la décoloration, on ne distingue dans le leuco- 
cyte aucune modification morphologique, mais si l’on observe 
ce leucocyte un certain temps aprés que la décoloration s’est 
effectuée, on constate qu’il subit aussi des altérations. 

On peut donc juger de la mort de la cellule d’aprés la déco- 
loration de la substance englobée, qui se fait avant que cette 
cellule subisse des modifications morphologiques appréciables. 

La coloration était beaucoup plus intense dans le cas ot le 
cobaye recevait du premier vaccin charbonneux. La marche de 
la coloration et de la décoloration était la méme qu’avec la 
culture virulente, mais il y avait une différence dans la rapidité 
de la décoloration. 

La décoloration du vaccin n ‘était pas aussi rapide et la teinte 
était plus intense, ce qui peut s’expliquer parce que la bactéridie 
-atténuée altére moins la vitalité du leucocyte que la bactéridie 
virulente, 


aa 
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Les bacilles du foin phagocytés et fortement colorés per- 
daient leur coloration au bout de 24-48 heures. Il en est de 
méme pour le colibacille, les baciles de la grippe, de la diphtérie, 
du choléra, du chancre mou; leur coloration est beaucoup 
moins intense que celle du bacille du foin. Tandis que ceux-ci, 
dans l’intérieur des phagocytes, se colorent tous d’une fagon 
intense et uniforme, on observe un autre phénoméne avec 
les bactéries que nous venons de citer: certaines d’entre 
elles'se colorent fortement, d’autres plus faiblement, et on peut 
méme trouver des formes complétement incolores. Ces formes 
non colorées se rencontrent surtout avec le colibacille, plus 
rarement et parfois pas du tout, avec la bactérie du chancre 
mou. La méme différence m’a surtout frappé quand j/ai 
étudié la phagocytose des hacilles vivants de la tuberculose et 
de la pseudo-tuberculose. 

Ainsi, si lon examine |’exsudat d’un cobaye auquel on a 
injecté des bacilles pseudotuberculeux ou des bacilles de la 
tuberculose aviaire, on constate que ces bacilles englobés par les 
leucocytes ont une teinte orangée et que celle-ci disparait au bout 
de 24 heures, comme cela se passe pour les microorganismes 
qui n’ont pas d’influence prononcée sur les cellules. 

Si, au contraire, on prend|’exsudat d’un cobaye auquel ona 


fait une injection intrapéritonéale d’une culture de bacilles de. 


Koch, on observe alors un phénoméne tout différent : les 
bacilles de la tuberculose englobés par les phagocytes n’ont 
qu'une coloration jaune paille; si lon observe un leucocyte 
englobant un bacille de la tuberculose coloré, on peut constater 
sa décoloration compléte au bout de 1, 2, 3 heures tout au plus. 
On peut dire que les leucocytes sont altérés et possédent peu de 
vitalité. L’examen de la préparation donne l’impression que 
peu de bacilles sont englobés. Mais si l’on colore cet exsudat a 


la fuchsine phéniquée, puis au bleu de méthyléne, on voit que ~ 


les leucocytes ont englobé une quantité colossale de bacilles de 
la tuberculose, que ces derniers remplissent les cellules et 
que celles ot!’on ne trouve qu'une ou deux bactéries sont rares. 


Ainsi donc, quand le nombre des bacilles de Koch englobés par ~ 


es phagocytes est considérable, leur action toxique sur la cellule 


est tres prononcée, et il n’y a pas de coloration. Dans les cas, 


au contraire, ou l’on n’en trouve qu'un ou deux, ou ils n’ont pas 


a 
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encore eu le temps de développer suffisamment leur action 

_ toxique pour atteindre les fonctions vitales des leucocytes, qui 

_ réagissent sur eux, aussi ils apparaissent colorés, il est vrai pour 
peu de temps. 

Dans les leucocytes des cobay es, les bacilles de la tubercu- 

lose aviaire se colorent aussi bien que les bacilles de Ja pseudo- 

ss tuberculose.° Mais quand on les injecte sous la peau d’un pigeon 

ou d’une poule et qu’ils sont englobés par les leucocytes de ces 

oiseaux, ils ressemblent parfaitement par leur coloration aux ies 

- bacilles de la tuberculose humaine englobés par les leucocytes joa 
d'un cobaye. 

3 he Si Pon injecte des bacilles de la tuberculose humaine sous la 

___— peau d’un pigeon ou d'une poule, on voit que ces bacilles, qui 

- __ se coloraient 4 peine dans les leucocytes des cobayes, prennent 

ja couleur dans les leucocytes des oiseaux aussi bien que les 

3 bacilles de la pseudo-tuberculose ou les bacilles de la tuberculose : 

_aviaire englobés par les leucocytes des cobayes. — Renu. 

- ~—-—s Ces expériences me permettent d’émettre l’opinion que la ee 

coloration par le rouge neutre des bactéries englobées par les 
-_ leucocytes, qui est la conséquence des propriétés oxydantes des 

is leucocytes, nous fournit le moyen de juger de ’immunité d’un 
animal vis-a-vis de telle ou telle espéce bactérienne. 

& Dans la description de la décoloration des bactéries englobées, 
jal toujours parlé des cas ot la mort de la cellule était anté- 
rieure & celle de la bactérie. Mais les choses ne. se passent pas 

Cet ‘toujours ainsi, et trés souvent la mort de la bactérie précéde celle 

du leucocyte qui Venglobe. Dans ces cas, si le phagocyte pos- 

B. séde encore assez d’énergie vitale, on voit que la bactérie, quelle 

gg ie qu'elle soit, commence par se gonfler et par se edlorek d’une 

-__ fagon plus intense. Si la bactérie est assez longue, malgré ce 

gonflement, elle conserve sa forme bacillaire, elle est seulement 

a un peu plus épaisse. Mais si le bacille était court, il prend 

» ———- Vaspect d’un coceus. . 

—  -Une fois le gonflement des bactéries produit, leurs modifica- 

tions ultérieures suivent la méme marche que celles des bactéries . 

- mortes, englobées par les phagocytes. Elles se désagrégent de eae a 

ee en plus en donnant naissance a des petits amas fortement _ 

colorés qui rappellent un peu les granulations dans les leucocytes. 


e 
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Aprés ces observations sur la coloration des substances orga-: 


niques et inorganiques, et sur celles des bactéries vivantes et 
mortes, libres ou englobées, qui m’ont conduit a distinguer par 
la coloration l’état des éléments phagocytés, je vais exposer les 
expériences que j’ai faites sur la phagocytose des sonoraques: 

Grace a l’amabilité du corps médical de l’hdpital Ricord, j’ai 
pu prélever du pus provenant de plusieurs cas de blennorrhagie 
récente et de blennorrhagie chronique. 

J’ai pu ainsi traiter par le rouge neutre des échantillons de 
pus recueillis depuis l’apparition de la sécrétion jusqu’a deux 
mois apres. 

Les observations sur le pus le plus ancien n’ont pas été con- 
tinues, mais faites 4 intervalles assez longs. Je ne me charge 
pas de décider si le pus blennorrhagigue d'une urétrite récente 
datant de 1 4 3 jours seulement se distingue nettement, par 


sa coloration au rouge neutre, du pus d'une urétrite de 


1 43 mois. Je peux dire seulement qu’a mon avis on ne peut pas 
reconnaitre, d’aprés la coloration par le neutralroth, une urétrite 


ancienne d’une urétrite récente. Ni le nombre des gonocoques — 
libres, ni celui des gonocoques englobés et colorés ou incolores 


ne peuvent servir de base & un observateur attentif pour juger 
de lage dune blennorrhagie. On peut observer les mémes 
tableaux microscopiques aussi bien dans les Goeries de courte 
durée que dans les urétrites chroniques. 

De méme qu’on ne peut juger d’aprés le nombre de gono- 
coques libres et englobés de la date de l’urétrite, on ne peut rien 
dire d’aprés la durée de la décoloration, car les leucocytes de 
homme qui contiennent des gonocoques, se décolorent dans tous 
les cas‘ dans un méme laps de temps. L’organisme humain ne 
parait pas acquérir d’immunité contre les gonocoques. 

J.ors méme que la maladie dure depuis un certain temps, les 


leucocytes qui entrent en lutte avec les gonocoques, se compor- 


tent toujours de la méme fagon et ne manifestent pas une résis- 


tance spécifique comme cela s ‘observe dans beaucoup He autres | 


maladies infectieuses. 
Les gonocoques libres et vivants d’une culture agée Vun 
jour, ne fixent pas le rouge neutre en solution telle que je 
lemploie. Les gonocoques morts se colorent, mais trés faible- 


ment, En résumé, ils se comportent vis-a-vis de la matiére colo-_ 


. 
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rante de la méme fagon que les autres microorganismes. 
_ Laplupart des gonocoques englobés par les leucocytes de 
_ Phomme sont colorés en rouge intense; a cdté de ces formes 
_ fortement colorées on en trgyve d’autres qui restent compléte- 
-ment incolores. Notons encore que plus un leucocyte renferme 
de gonocoques, plus on y rencontre des formes non colorées et 
que, dans les leucocytes qui ne contiennent que 2 ou 3 gono- 
-coques, ceux-ci sont plus fortement teintés que ceux qui sont en 
o grand nombre dans une méme cellule. 
Les gonocoques extracellulaires ne prennent pas de colora- 


as faiblement en rouge. Si on laisse ces préparations dans une 
___ goutte pendante durant 24-48 heures, on peut voir l’apparition 
dans les leucocytes, 4 cdté des gonocoques colorés, de granu- 
lations colorées, de sorte que certains leucocytes semblent com- 
plétement remplis de petites granulations rouges ; toute la cel- 
_ lule, excepté quelques petits interstices, paratt colorée en rouge 
-_ intense. Peu a peu les gonocoques englobés par les phagocytes 
4 commencent a perdre leur coloratian et, a la fin de la seconde 
- __‘ journée, tous les leucocytes sont décolorés; sur quelques-uns 
seulement on observe encore un peu de coloration qui persiste 
__indéfiniment. 
_- Tek est le tableau que présente . au microscope du pus uré 
___ tral coloré par le rouge neutre; quelle que soit. la durée de 
* Purétrite, le pus, coloré par ce procédé, ne se distingue en 
rien, au microscope, du pus d’une autre urétrite plus ancienne 
ou plus récente. ; 
_ —-—s Les gonocoques englobés par les phagocytes ne sont nulle- 
ment modifiés; ils conservent tout le temps leur forme en bis- 
cuit, méme si l’on observe au microscope un seul et méme 


-__ leucocyte jusqu’é sa compléte décoloration. 
mae 
a Aprés ces observations sur les leucocytes de I"homme conte- 


nant des gonocoques vivants, j’en ai fait d’autres sur Jes leuco- 
cytes ayant englobé des gonocoques morts. Pour cela, je pre- 
nais deux parties de pus blennorrhagique; dans l'une je tuais les 
 gonocoques et je la mélangeais avec l’autre ot les gonocoques et 
les leucocytes étaient vivants; je centrifugeais ensuite le mélange. 
J’ai pu alors observer le phénoméne suivant : dans un seul et 
méme leucocyte, une partie des gonocoques qui avaient été certai- 


“ tion du tout, ou bien seulement 1 sur 100 d’entre eux se colore — 
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-nement englobés parlesleucocytes encore dans l’urétre, restaient. 
non modifiés et conservaient leur forme caractéristique en 
biscuit; une autre partie de ces\microorganismes, formée par 
des gonocc ques morts et englobés, a ayaient un tout autre aspect: 
les gonocoques se gonflaient, perdaient rapidement leur forme 3 
caractéristique, se résolvaient ensuite en petits amas qui res- 
taient toujours fortement colorés. 
Dans mes expériences ultérieures avec les gonocoques, je 
procédais de la fagon suivante: je provoquais chez les LOpoyes 
une leucocytose péritonéale par injection de bouillon, puis j’in- 
jectais dans le péritoine de ces animaux des cultures de gono-_ 
coques, les unes vivantes et Jes autres tuées, et du pus urétral — 
qui contenait un nombre considérable de gonocoques. Dans tous - 
ces cas, que les gonocoques injectés fussent morts oufvivants, le 
tableau microscopique était toujours le méme. Les gonocoques, : 
aprés s’étre fortement colorés, gonflaient rapidement, perdaient 
leur forme caractéristique, se désagrégeaient en formant des 
granulations excessivement petites et trés fortement colorées. 
L’aspect était le méme que Jorsqu’on fait agir les leucocytes 
de ’homme sur des gonocoques déja morts. — ‘ H 
Ces faits sont analogues & ceux que j’ai observés dans mes 
recherches précédentes avec la tuberculose humaine et aviaire. — 
La aussi on était frappé de ce que les bacilles de la tuber- 
culose humaine se coloraient mal et ne se désagrégeaient 
- pas dans les leucocytes de homme, tandis quils se coloraient 
bien et se désagrégeaient dans les leucocytes des oiseaux. Inver- 
sement, les bacilles de la tuberculose aviaire se coloraient bien 
et gonflaient dans les leucocytes d’un mammifeére, tandis. qu’ils 
se coloraient faiblement et en petit nombre dans les leucocytes 
des oiseaux. Nous avons observé un phénoméne analogue avec 
les gonocoques; dans les leucocytes de ’homme les gonocoques- 
englobés, tout en se colorant trés fortement, ne se colorent 
cependant pas tous et ne se désagrégent pas complétement. 
Dans les leucocytes d’un animal, réfractaire a Vinfection - 
blennorshapique par injection intrapéritonéale, les gonocoques 
prennent une coloration intense, subissent rapidement toutes ~ 
les modifications ultérieures, notamment le gonflement et la 
désagrégation. Cette coloration, qui s’effectue pendant l’examen — 
microscopique, permet de juger du degré d’immunité que pos- . 
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et cela nun pas tant d’aprés l'intensité de la coloration 
que d’aprés le degré des modifications que subit le corps en- 
globé, et que cette coloration permet de constater. Si le corps 
englobé n’a pas d'influence trop nocive sur le leucocyte intact, 
la coloration s’y effectue rapidement et est trés intense, comme 
on l’observe, par exemple, pour la coloration des particules de tale 
englobés; parfois les choses en restent la, et malgré la colora- 
tion intense, c’est-a-dire malgré la réaction oxydante trés pro- 
noncée du leucocyte sur le corps englobé, la cellule n’est pas en 
état de détruire ce corps. Nous observons ce phénomine dans 


_la phagocytose des gonocoques au cours de la blennorchagie, ou 


le leucocyte réagit contre le gonocoque englobé. Ceux-ci exer- 
cent aussi une action nocive sur la cellule sans cependant 
Valtérer profondément. 3 . 

~ On voit done que ces expériences, avec la matiére colorante 
indiquent en quelque sorte l'immunité naturelle qui se mani- 
feste par linfluence destructive des leucocytes sur les micro- 
organismes qu’ils englobent. Les bacilles de la tuberculose, tout 
en étant englobés par les leucocytes des animaux, résistent bien 
l'action de la cellule; aussi ne se colorent-ils que faiblement 
_ par le rouge neutre, et encore pas tous, et ils ne présentent pa 
_ de formes de destruction ultérieure. 

Le gonocoque qui est plus modifié par les leucocytes, se teint 


fortement, mais l’action ne va pas jusqu’a la mort du microbe. 


De méme celui-ci sécréte des produits nuisibles a la cellule sans 


arriver cependant a lui faire perdre sa vitalité. 


Plato a attiré attention sur le fait suivant : 
‘Si lon injecte du pus blennorrhagique dans la cavité périto- 


néale d’un cobaye, chez lequel on a provoqué préalablement la 


leucocytose par injection de bouillon, on constate, au bout de 
quelque temps, dans l’exsudat formé, que les leucocytes du 
cobaye englobent les leucocytes humains morts. Il arrive que 
des leucocytes du cobaye absorbent a la fois. des gonocoques 
‘libres dans le pus, et des leucocytes humains bourrés de gono- 
coques. Dans ce cas, le rouge neutre colore fortementles noyaux 


- duleucocyte humain et les gonocoques qui viennent d’étre saisis, 


tandis que les gonocoques contenus dans la cellule englobée 


--restentincolores, de méme que les noyaux delacellule englobante. 
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Plato, en parlant de l oxydation du neutralroth dans la 
substance englobée et de sa désoxydation dans l’élément englo- 
bant, ne donne pas d’explication suffisante de cé phénomene. 
L’absence de coloration du noyau de la celluleenglobante estdu 
reste trés compréhensible. En effet, il n’y a pas d’autodestruction | 
de la cellule, son noyau bien vivant n’est pas coloré. Quant aux | 
autres éléments englobés, gonocoques, leucocytes contenant des 
_gonocoques, ils ne sont que des corps étrangers et comme tels 
devraient naturellement se colorer. Ce phénoméne se produit en 

effet pour les gonocoques et pour les noyaux des leucocytes 
phagocytés ; mais, d'aprés Plato, les gonocoques inclus dans la 

cellule englobée ne se colorent pas. 

Je me suis demandé sila coloration des gonocoques n était 
pas simplement masquée. Pour élucider cette question, je me suis 
servi d'une solution alcaline faible qui, pénétrant dans le leuco- 
cyte de la périphérie vers le centre, améne des changements dans 
Vaspect de la préparation. En diffusant, lalcali neutralise le 
milieu acide qui entoure les inclusions, et on voit que ce sont 
les gonocoques inclus dans la cellule englobante qui se déco- 
lorent tout d’abord, tandis que le noyau et les gonocoques de la 
cellule englobée apparaissent fortement colorés. 

Un peu plus tard survient la décoloration soit des gonocoques 
de la cellule englobée, soit des noyaux. Si ce sont les noyaux 
qui sont décolorés les premiers, on peut voir que les gonocoques 
de la cellule englobée sont teintés et quils perdent peu a peu 
leur couleur sous l’action de l’alcali. 

En me servant dans ces expériences de solutions d’alcalis de 
concentrations diverses, je suis arrivé & la conclusion que ce 
sont les solutions de potasse a 0,05 0/0 qui conviennent le mieux & 
cet effet. Avec des solutions d’alcalis de cette concentration, la 
décoloration s’effectue en 15 ou 30 minutes; pendant ce temps 
on peut observer tous les changements de coloration dont je 
viens de parler. 4 goutte d’exsudat, déja colorée par le rouge 4 
neutre, était mise sur une Jame porte-objet avec 1 gouttelette 
de la solution oa el j’examinais la préparation en goude> 
pendante. 

Sil’on fait usage, pour la coloration des gonocoques, de solu- 

tionsplusconcentrées derouge neutre, enprenantpar exemple 10, 
20, 30, 40 et méme 50. c. d’une solution aqueuse saturée a froid 


. 


ty pee 


7 

‘all 
‘ > 
me 
Be 
" 


LE ROUGE NEUTRE. Poe ae srk 


- pour 100 c. c. d'une solution physiologique de sel marin, on voit 


que ces solutions de neutralroth ne se distinguent en rien des 
autres couleurs d’aniline, a cause dela coloration foncée quimas- 
que la préparation. 

Il faut dissoudre la matiére colorante dans le liquide physio- 
logique, car une solution dans l’eau distillée a une influence 
funeste sur la cellule et modifie sensiblement la coloration 
intravitale des substances englobées par les phagocytes. 


~ Dans toutes les expériences que je viens de décrire, les 
cellules phagocytaires nont subi aucune influence étrangére_ 
nociye, sauf celle de la subtance englobée par les phagocytes. Mais” 


_déja Plate a attiré Vattention sur ce fait, que sil’on soumet les 


phagocytes soit a l’action d’une température élevée, soit a celle du 
sérum d’un animal d’une autre espéce, ou bien encore si l’on 
diminue par la quinine les propriétés phagocytaires des leuco- 
cytes, on peut constater que la vitalité de la cellule s’affaiblit et 


_ que la coloratior. des corps persiste moins longtemps que dans 


le cas ot lesagents nocifs font défaut. 

En traitant les leucocytes contenant des inclusions colorées 
par une température élevée, ou par différents sérums, ou encore 
en diminuant leur résistance au moyen dela quinine, j’ai pu cons- 
tater dans tous les cas que plus les leucocytes subissent l’in- 
fluence nocive, plus la décoloration des inclusions survient 
rapidement, Sil’on détruit par la quinine les propriétés phagocy- 
taires des leucocytes, on peut voir que la coloration ne s’effec- 
tue presque pas a lintérieur de ces leucocytes. L’effet est le méme 
que l’on fasse agir une température élevée, un sérum altérant, 
ou méme si on emprunte les leucocytes 4 un animal affaibli; 
dans tous ces cas, les propriétés phagocytaires et oxydantes 
des leucocytes sont diminuées. 

Cette diminution de vitalité des leucocytes s’observe encore 
suivant que la phagocytose s’est faite in vivo ou in vilro. 

Des bactéridies charbonneuses sont injectées dans le péritoine 


- dun cobaye, une autre portion de la méme culture de charbon 


est mélangée in vitro 4 un exsudat riche en leucocytes; puis, on 
centrifuge et on examine simultanément en gouttes pendantes 
le liquide retiré du péritoine et celui resté en dehors de l’orga- 


nisme. 
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-Tly aune différence dans la coloration: les bactéridies char- 


“bonneuses phagocytées in vivo se colorent un peu plus que les © 


-hactéridies phagocytées in vitro. Cette différence de coloration, 

tout en n’étant pas trés grande, indique néanmoins que la moin- 

-dre altération des leucocytes modifie leur action sur les subs- 
ances phagocytées. 

En dehors de l’organisme vivant, ils perdent leurs propriétés 
oxydantes vis-a-vis de la matiére englobée. Il est trés possible que 
les leucocytes de homme se trouvent dans une situation ana- 
logue vis-a-vis des gonocoques, Restésal’intérieur del organisme, 
ils auraient pu développer plus d’énergie destructive. On pour- 
rait ainsi expliquer, en partie du moins, ce fait clinique que 
malgrélatrés grande fréquence dela blennorrhagiechezl’homme, 
les cas d’endocardites, d’arthrites et d’autres lésions indiquant 
une infection gonococcique générale del’organisme, sont exces- 
sivement rares et.n’ont commencé a étre connus que récemment. 


Nous avons déja examiné la nature des granulations qui se 


colorent dans les leucocytes n’ayant certainement rien englobé, 
granulations que la plupart des auteurs sont d’accord a consi- 
dérer comme résultat des échanges nutritifs ou, en d’autres 
termes, comme des substances étrangéres a la structure de la 
cellule. Me basant sur mes recherches personnelles, je me 
rallie aussi 4 cette opinion en ajoutant qu’en effet on ne peut 
pas supposer que la cellule vivante, possédant toutes ses pro- 
priétés vitales, ait une tendance a l’autodestruction, & l’auto- 
oxydation. es 

Je passe maintenant & l’opinion de Plato qui veut que seules 
les substances albuminoides phagocytées secolorent & l’intérieur 
de la cellule. Il est difficile d’admettre que-cette premiére con- 
clusion de Plato soit péremptoirement démontrée, car j’ai vu 
une belle coloration intense par le rouge neutre des particules 
de talc et des flocons d’ouate, qui n’ont rien de commun avec 
les substances de nature albuminoide, 

Toute substance phagocytosée se colorant par le rouge neu- 

tre, qu’elle soit morte ou vivante, organique ou inorganique, se 
trouve 4 l’intérieur du leucocyte dans ua milieu oxydant et se 
tinte en rouge. 


Examinons maintenant l’opinion de Plato sur Yorigine 
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de la coloration? D’aprés cet auteur, la coloration se pro- 


duit grace a la diffusion de la matiére colorante dans la subs- 
tance englobée; cette matiére colorante Sy accumule en 
beaucoup plus grande quantité que dans la cellule englobante, 
et en plus elle subit la transformation de leuco-produit en 
oxy-produit. Cette interprétation pouvait étre admise dans les 
expériences ot Plato employait des substances qui se laissent 
imprégner par la couleur, comme les matiéres organiques mortes 
ou encore les bactéries vivantes qui sont pénétrées moins facile- 


ment; mais elle devient insuffisante a expliquer la coloration 
des particules de tale 4 V'intérieur du leucocyte. a 


Le talc, corps cristallin, n’absorbe pas la couleur, et c’est en 
me basant sur ce fait que je voudrais donner une explication de 


la coloration des substances phagocytées. Je dois ici répéter — 


ce que j’ai déja dit plus haut, qu’avec une seule et méme solution 


de neutralroth, Vintensité de la coloration dépend de l’acidité et a 


dle Valealinité du milieu coloré. 
Oncomprend que les leucocytes, qui possédent naturellement 


une réaction faiblement alcaline, ue doivent pas secolorer par le | 


rouge neutre, et en effet ils ne se teintent pas. Si le talc englobé 
se colore, c’est que chaque fragment est entouré d’une zone de 


--sécrétion acide produite par le leucocyte. C’est justement cette 


zone acide autour du fragment de tale qui se colore fortement 
par le rouge neutre présent dans la cellule. Le granuloplasme 


semble seul posséder les propriétés oxydantes, Vhyaloplasme , 


n’y prend aucune part. Il va sans dire que sila substance englo- 


bée par les phagocytes se laisse imprégner pas la sécrétion 


acide qui l’entoure, l’intensité de la coloration sera augmentée. 
Avec cette explication, la décoloration, qui se produit 
pendant la mort de la cellule, est beaucoup plus facile 4 inter- 
préter. . 
Le leucocyte, une fois mort, n’élabore plus de sécrétion 


acide; mais alors apparaissent les phénoménes de diffusion a. 


Vintérieur méme du leucocyte, et la réaction, naturellement 
alealine de la cellule, neutralise le milieu acide autour de l’in- 
clusion qui se décolore. 

De la rapidité de la mort de la cellule dépend aussi la rapi- 


2 dité de la décoloration; de méme la décoloration se produit 
_-dans V’hyaloplasme, leque! ne posséde pas de propriétés oxy- 


x A : i e ‘ . : 455 ie Te 


682 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR. 


dantes. Pour les substances qui permettent la pénétration de la_ . 
matiére colorante dans leur intérieur, j’admets donc la colora- 
tion dans le sens propre du mot, quand la matiére colorante se 
combine a la substance qu’on colore; mais je ne peux pas en dire 
autant des substances qui ne permettent pas la diffusion, comme, 
par exemple, le talc et les bactéries vivantes oil n’y a, 4 mon 
avis, qu'une coloration apparente, laquelle dépend de la sécré-. 
tion acide du leucocyte entourant Je corpuscule inclus et chan- 
geant la couleur du neutralroth qui s’y trouve. En effet, une 
bactérie vivante, qui se trouve en dehors du leucocyte et qui 
oppose une résistance a la diffusion, ne se colore pas du tout, 
tandis qu’une bactérie morte, qui se trouve dans les mémes con- 
ditions, se colore, grace a la diffusion, faiblement il est vrai, 
mais se colore tout de méme. Le‘tale se comporte de la méme 
facon que la bactérie vivante. Je peux dire que le rouge neutre  ~ 
posséde la propriété de changer l’intensité de la couleur — 
de ses solutions, suivant la réaction alcaline ou acide du 
milieu ambiant, et qu'il ne peut étre comparé a d’autres couleurs 
d’aniline. . 

M. Metchnikoff! pense que les couleurs d’aniline ne peuvent 
colorer dans les leucocytes que des bactéries mortes. Cette opi- 
nion sur l’action des couleurs basiques d’aniline peut aussi s’ap- 

_ pliquer, & mon avis, au neutralroth, qui ne diffuse pas et ne 
_ précipite pas dans les bactéries vivantes; mais avec cette matiére 
colorante, grace a sa propriété spécifique de changer de couleur 

_ suivant la réaction du milieu ambiant, on obtient une coloration 
certaine des bactéries méme vivantes. L’intensité de la colora- 

tion dépend non pas de la diffusion et de la concentration du 

rouge neutre dans l’inclusion, mais des propriétés oxydantes 

des leucocytes; cela est surtout apparent dans les cas ow les 

facultés vitales des leucocytes sont affaiblies soit par la tempé- 

rature élevée, soit par!’action du sérum d’autres animaux, ou 
parles poisons élaborés parles bactéries englobées parlesphago- — 
cytes. Ainsi, nous voyons dansle cas de phagocytosedes bacilles de 

Koch, par exemple, que les bacilles, tout en prenant la matiére 

‘colorante, sont faiblement colorés et pas tous, en d’autres 
termes que les bacilles, en diminuant les propriétés vitales de la 


be 


a) ; 4. Mercunikorr, Ueber die Immuniltat bei Infectionskrankheiten mit beson- 
derer Berticksichtigung der Cellulartheorie, Lubarsch, Ostertag. Ergebnisse, I, 1896. — 
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cellule, s se trouvent dans un milieu faiblement oxydant ou n’oxy- 
dant pas da tout. Nous pourrons constater facilement un autre 
fait en colorant le pus blennhoragique par le rouge neutre. Dans 
ce cas, quoique l’action toxique du gonocoque sur les leucocytes 
soit minime, puisque la coloration est intense, les leucocytes ne 
possédent pas assez d’énergie pour que tous les gonocoques 

englobés soient colorés. Si ee leucocyte renferme peu de gono- 
coques, 1, 2, 3 seulement, ces gonocoques se colorent tous; mais, 
sils sont en nombre considérable, on peut constater qu’il y a 
parmi eux des gonocoques non colorés.Or,commeil découle denos 
expériences que les microorganismes morts se colorent plus forte- 


ment, nous pouvons supposer que les formes non colorées 


représentent des gonocoques plus résistants, eae des proprié- 
tés vitales plus prononcées. 

Ces gonocoques peuvent, peut-étre, par eux- mparics ieuualiack 
le milieu ambiant acide sécreté par les cellules, et cette neutra- 
lisation paralyserait en partie l’action destructive des leucocytes 
sur les gonocoques qui y sont inclus. 

En colorant différentes cellules de l’organisme animal, j’ai. 
pu voir que le noyau de certaines d’entre elles prend une légére 
coloration claire et que le proloplasma reste incolore, tandis 
que dans les autres le noyau prend une coloration rouge som- 
bre. Partant de ce fait que les substances qui possédent une 
réaction acide, peuvent se colorer fortement par le rouge 
neutre, je peux conclure que les noyaux cellulaires ont une 
réaction acide par comparaison avec le protoplasma, et que le 
degré d’acidité des noyaux des différentes cellules n’est pas le 
méme; la réaction la moins acide s’observe dans les noyaux des 
cellules endothéliales, la plus acide dans ceux des cellules 
nerveuses. 

Il serait certainement intéressant de définir chimiquement 
Vacide élaboré par le leucocyte, mais dans|]’état actuel de la science 
nous n’avons pas encore de procédés pour exécuter de telles 
recherches. On peut seulement s’approcher plus ou moins de la 
solution. Me basant sur le fait que la nuance de la couleur 
des substances englobées par les phagocytes, et colorées par le 
rouge neutre, ne ressemble nulJement a fa couleur d’un mélange 
' de cette matiére colorante et des acides minéraux, ow le reflet 
est violet, je suis enclin & supposer que l’acide élaboré par 
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les leucocytes doit étre voisin des amido-acides ; en effet, les com- : 
binaisons de ces derniers (la leucine, par exemple.) avec le rouge : 
neutre ont une coloration rouge avec reflet rouge brique, sem- 
blable & celle que nous avons observée pendant = coloration des. 
substances phagocytées. Mais il n’est pas facile de démontrer la 
-probabilité de cette hypothése. : 

‘Sans vouloir préjuger de l’avenir du rouge neutre, je crois 
que les observations déja réunies sur ce réactif, ont un intérét 
notable et que les observations ultérieures ne feront qu augmen- 
ter nos connaissances sur ce chapitre trés intéressant des pro- : 
priétés vitales des éléments cellulaires en général et de leur lutte 3 
pour l’existence en particulier. e. F 


3 


En terminant mon travail, je tiens a exprimer ma profonde 
reconnaissance & mon trés honoré maitre, M. le professeur 
-Metchnikoff, qui m’a suggéré ce sujet d'études; je le remercie 
de sa direction éclairée, de ses savants conseils et aussi de |’in- 
térét si bienveillant avec lequel i] atoujours suivi mes recherches. A 

Nous prions M. le docteur A. M. Besredka, qui ne nous a 

~ jamais refusé ses conseils expérimentés durant tout le temps de, 
notre séjour au laboratoire, d’accepter également nos meilleurs 
remerciements. 1SA¢ 


CONCLUSIONS 


1. Dans les leucocytes vivants, toutes les substances phago- : 
cytées se colorent par le rouge neutre (1 c. c. de solution de 4 
rouge neutre saturée afroid pour 100 c.c. d'une solution physio- | : 
logique de sel marin). ° | 

2. Les granulations qui se colorent dans les leucocytes 
vivants, ne sont autre chose que des produits des échanges nutri- 
tifs ou des résultats de la sécrétion de ces leucocytes. 

3. La coloration par le rouge neutre dépend des propriétés 
oxydantes des phagocytes. 

4. La durée et l’intensité de la coloration des substances 
ieee englobées par les phagocytes dépend des propriétés vitales de 

ces phagocytes et de l’action plus ou moins nocive qu’exerce ~ 
sur eux la substance englobée. 

5. L’hyaloplasme ne posséde pas des propriétés oxydantes 
Biss ou, ce qui revient au méme, des propriétés colorantes. 
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Ala mort de la cellule, le milicl qui aaigare Vinclusion est — 
r “neutralisé et cette. inclusion se décolore. - 
OE: Tous | les facteurs qui affaiblissent la vitalité de la cellule 
Sant une action analogue, sur la coloration. 
8. La coloration des cellules vivantes par des solutions plus 
2 - concentrées de. rouge neutre ne se distingue en rien de la colora- 
tion ‘par les couleurs basiques non toxiques d’aniline. 
9. La substance acide, vobores par les leucocytes, semble 
_ étre voisine des amido-acides. | ay: 
40. La coloration des gonocoques vivants ou morts, englobés he 
hin ow non ok les ERY ne différe en rien de la coloration _ 


SUR LES CILS COMPOSES 


PAR E. MALVOZ 


Avec la planche X. 


Travail du laboratoire de l'Institut de Pathologie et de Bactériologie de Université de Liége. 


En 1890, Loeffler 14, examinant une préparation de bacilles 
du charbon symptomatique traitée par la nouvelle méthode de 


coloration des cils, quwil venait de découvrir, ne fut pas pew 


surpris d’y voir, a cété des microbes et de leurs flagellas, des 
formations toutes particuliéres, gui frappérent vivement son- 
attention, C’étaient de longues torsades, se résolvant a leurs 
-extrémités en de fines spirales et traversant souvent tout le 


champ du microscope. Ces torsades se voyaient méme dans les 


préparations non colorées. Leurs réactions colorantes étaient 
les mémes que celles des cils proprement dits, 
| Loeffler les considéra comme des cils détachés des microbes 
et réunis en de*véritable tresses, constituées par l’agglomération 
~de nombreux flagellas, Il chercha en vain ces formations chez 
d’autres yaiaralioe ce qui le portait a croire que c’était 1a quel- 
que chose de eau au bacille du charbon symptomatique. 

Mais peu de temps aprés, Sakharof ? décrivait les mémes 


torsades dans une culture d’un bacille qu’il avait isolé des selles - 


d’un cholérique, et quil nomma bacillus asiaticus. Ces forma- 
tions étaient, comme celles dé Leffler, visibles aussi bien a 
état incolore que dans les préparations traitées par les mor- 
dants et les réactifs colorants des cils proprement dits; Sakharof 
considére ces spirales comme des ficelles composées de cils, 

Ce fut ensuite Novy * qui retrouva des éléments semblables 
dans des préparations colorées d’un bacille particulier de la 
famille du microbe de ’cedéme malin. 

De notre cété, travaillant avec M. Wathelet, nous trouvions, 


- véritablementpar hasard, dans une culture sur gélose, vieille de 


1. Untersuchungen tiber die Beizung und Farbung der Geisseln, _Centralblatt 
fiir Bak teriologie, vol. VII, n° 20, 

2. Saxnanor, Cils composés chez une bactérie trouvée dans les selles dun 
cholérique, Annales de UInstitut Pasteur, juillet 1893. 

3. Novy, Ein neuer anaerober Bacillus des malignen Oedems Zeitschritt ur 
Hygiene, 1894, t. XVII, p. 209. : ie 
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2 jours, - d’un bactérium coli isolé des selles typhiques, des 
spirales rappelant celles que Loeffler avait décrites, mais plus 
développées et plus typiques encore. 

Ces éléments se trouvaient en assez grande ahedanes dans 
des préparations coiorées par la retinas de Loeffler, tantét 
isolés, tantét réunies en véritables amas de spirales. Le profes- 
seur Nuel, qui eut l'occasion de voir ces préparations & notre 


_laboratoire, fut frappé de la ressemblance de ces formations | 


avec des éléments spiralés qu'il venait de découvrir dans des 
cornées malades: il voulut bien en faire une étude microsco- 
pique trés serrée dont il présenta les résultats & Académie de 
Belgique ' 

Laissant de cdté cette question des altérations spéciales de 
la cornée dans certaines maladies et des éléments particuliers 
qu’y a décrits M. Nuel, nous retenons, de Ja description qu’a 
faite le savant bigtatagisia de nos’ préparations, qu'il ne peut 
-rester le moindre aut sur la nature ciliaire de ces spirales. 
On voit, en effet, toutes les transitions entre de toutes petites 
spirales, dont Jes dimensions ne dépassent guére celles d’un cil 
ordinaire, et des spires géantes traversant tout le champ du 
microscope. : 

Dans ces éléments énormes la disposition spiralée peut ne 
~~pas sauter aux yeux, mais en les étudiant plan par plan, la 
vis micrométrique 4 la main, on s’assure facilement qu'il s’agit 
bien d'un filament disposé en spirale et dont les divers tours ae 
spire augmentent progressivement et graduellement de dimen- 
sion, en méme temps qu ‘tls se serrent de maniére & se toucher. 
Ils circonscrivent ainsi un fuseau qui, suivant la comparaison 
de M. Nuel, rappelle tout a fait certains blocs de tabac a macher, 
sauf qu’il n’y a qu'une seule couche de spires circonscrivant un 
espace central fusiforme, occupé par une masse dont la nature 
est difficile & préciser. 

Ces spirales ont été vues dans la suite par divers observa- 
teurs, notamment par Fischer, chez d’autres microbes. 

On n’est pas encore fixé sur leur mode de formation. 

M. Nuel et d’autres observateurs les considérent comme consti- 
tuées par un seul cil détaché du bacille, ayant vécu d'une vie 


4. Nuex, D’une maladie microbienne de la cornée, Bulletin de Académie de 
médecine de Belgique, 1893. 
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indépendante et ayant acquis ensuite des dimensions colossales, 


d’ou la dénomination de « cils géants » qui leur a été donnée. 
- Mais pour d’autres savants il s’agit de paquets de cils; ceux- 
ch, apres s ’étre détachés des microbes, se sont entortillés, mais 
avec une telle régularité quil en est résulté de yéritables 
spirales. . 
~ Cest, nous parait-il, Migula ! qui a fourni l’explication 3 
plus satisfaisante de ces formations bizarres. Suivant ce savant 
observateur, il est inévitable que les cils d’un microbe, étant 
donné le peu espace dont les bacilles disposent dans un milieu 
de culture, s’entremélent parfois avec les cils-d’un autre bacille. 
Deux cils n’arrivent pas toujours a se déméler et, ainsi unis 
-accidentellement, les bacilles continuant a se mouvoir, il arrive 


des microbes, restant fixé 4 l’autre eil. 2 


plutot ala partie médiane ou a l’extrémité libre de Vautre cil, 
de la l’allongement de ce dernier. Dans ces conditions, ce a 
ainsi allongé, par la superposition d'un autre flagellum, et conti- 
nuant 4 exécuter ses mouvements spiraloides, a plus de chances 
encore que précédemment de s’entreméler avec l'un ou l'autre 
cil d’un autre bacille, qui se détache & son tour et reste ap pli- 
qué sur la petite torsade déja constituée. De nouveaux cils 
venant encore s ajouter aux précédents et la petite masse conti- 
nuant & tourbillonner, il se forme bientét des tresses de cils 
qui finissent par se détacher des bacilles et restent libres dans 
le liquide. On comprend trés bien de cette maniére, que l’on 
puisse observer, dans une préparation, toutes Jes transitions 


de longues spires qui en renferment un trés grand nombre a 

- cause des superpositions successives de cils détachés qu’elles 
entrainent avec elle, L’expression de « cils composes » parait 
done plus exacte que celle de« cils géants ». 

Si nous nous sommes décidé a publier cette observation, 
cest d’abord que ces cils composés n’avaient pas encore été 
signalés chez le bacterium coli, mais c’est surtout & cause des 
magnifiques photogrammes que M. Albert Dubois, notre 


4. System der Bakter ten, vol, I, 4897, p. 427. 


‘un moment ov il faut bien que l'un des cils se détache de Pon 


Il est tout naturel qunoeiucneaes le cil détaché se fixe 


entre de petites spirales formées de quelques cils entortillés et— 


assistant, a réussi aen obtenir et qui montrent mieux que toutes 


ons a beat et la ségalarité a ces formations, 
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Sur Iasi es rors aggatinte et sesiisatie 


DES SERUMS SPECIFIQUES | 
Par te Dt Arsert DUBOIS 


Travail du laboratoire de l'Institut de Pathologie et de Bactériologie de | Université de Liége. 


‘Identifiées encore par quelques observateurs, les substances 


spécifiques des sérums antimicrobiens ou antihématiques, qui 
constituent les agglutinines et les sensibilisatrices ou fixateurs, 


sont de plus en plus considérées comme bien distinctes, malgré 


certaines propriétés communes, telles que la résistance au chauf- 
fage a 56°, a la putréfaction, alalumiere, etc., qui les distinguent 


des alexines ou cytases des sérums. Un des principaux fats qui 


ont été invoqués contre les partisans de l’identité des agglutinines 
et des fixateurs est la découverte, par Bordet et Gengou', de 
sérums contenant des sensibilisatrices spécifiques A la période 
de convalescence de la fiévre typhoide, mais dépourvus de 


ces agglutinines si abondantes pendant le cours méme de la ~ 


maladie. 

Nous sommes parvenu a dissocier plus neftement encore les 
deux anticorps spécifiques, en étudiant comparativement les 
‘propriétés du sérum obtenu en injectant d’une part des hématies 
intactes, de l’autre des globules rouges préalablement chauffés 
a 145°. On sait qu’en traitant un animal par les globules du 
sang d'un autre animal, lesérum du premier devient agglutinant 
et hémolytique pour les hématies du second, en d’autres termes 
ce sérum renferme une proportion considérable dagglutinines 


et de sensibilisatrices spécifiques,; qui, avec aide de Valexine 


du sérum normal frais, produisent la destruction des globules. 


Mais on n’avait pas encore recherché ce qui se produit quand, 


au lieu d’injecter des hématies intactes, on introduit des globules 
rouges profondément modifiés par un chauffage dans la vapeur 
4 115°, ; 

Nous avons réalisé ces expériences de la facon suivante. Il 


ne fallait pas songer a chauffer simplement du sang complet de 


poule (¢’ est animal que nous avions choisi pour ces essais, les 


As Bonnet et GENGou, Substances sensibilisattices dans la plupart des sérums ~ 
autimicrobiens, Annales ates mai 1901. 
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 hématies d’oiseaux se prétant trés bien & l'étude de I hémolyse). 
En effet, du sang défibring, soumis a 115°, se prend en une masse \ 
impossible 3 ad injecter. Mais sion délaie les hainities de poule, préa- 
lablement bien layées dans l'eau physiologique, pour les débarras- 
ser des autres éléments du sérum, dans une proportion convenable 
d’eau salée & 9 0/00 (généralement 20 c. c. d’eau pour 3 c. c¢.- 
@hématies), on peut chauffer l’émulsion dans la vapeur a 115° 
pendant un quart d’heure et obtenir un liquide, trouble et flo- : 
-conneux il est vrai, mais se prétant bien & une injection, surtout = 
si l'on a soin d’agiter énergiquement et longtemps le flacon qui 
i les contient. Au microscope, les hématies de poule chauffées — 
-__ sont encore reconnaissables au sein des flocons jaune brunatre 
___ de ’émulsion, Nous avons injecté cette émulsion a un lapin sous 
la peau de la cuisse, en méme temps que nous traitions, de la 
3 méme facon un témoin par une émulsion d’hématies préparées 
- de la méme maniére (mémes proportions, etc.), mais non chauf- 
= fées. La résorption des flocons de globules chauffés, s’est faite 
trés facilement et trés rapidement sans inflammation locale. 
Les injections ont été renouvelées 3 fois, A 8 jours d’in- 
tervalle. Le sang des lapins a été recueilli 8 jours aprés la der-_ 
niére injection. 
a, Le sérum frais du lapin, qui avait été traité par les hématies 
non chauffées de poule, produisail en quelques minutes in vitro 
= da destruction des hématies fraiches lavées & la turbine etémul- 
-__ sionnés*en eau physiologique. . em 
= Au contraire, le sérum frais du lapin qui a regu les hématies 
g chauffées a 115° ne produisait pas la moindre hémolyse, méme 
— aprés un contact de 24 heures. 
Bs En chauffant le sérum du second animal a 56° pour le débar- 
rasser de son alexine, et en l’additionnant ensuite d’alexine trés 
fraiche de lapin, on ne constatait pas davantage de pouvoir 
hémolytique sur les hématies de poule, tandis que le sérum 
Be chauffé du premier lapin montrait, dans les mémes conditions, 
une forte action destructrice sur les hématies. 
3 Le sérum du lapin traité par les hématies de poule chauflées ag 
a 115° ne renferme donc pas de sensibilisatrices spécifiques. 
Contient-il des agglutinines ? 
ro Le sérum du lapin injecté d’hématies non chauffées agglu- 
-___ tinait’celles-ci jusqu’au titre de 1/80, mais le sérum de l’autre 
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lapin renfermait lui aussi une assez forte proportion d’ aggluti-— 
nines, produisant encore la flogulation des hématies au titre 
de 1/20. Il se produit donc moins d’agglutinines, toutes choses 
égales d’ailleurs, quae’ on injecte les globules trés altérés par 
la chaleur, mais il s’en produit une certaine proportion, c’est la 
le fait essentiel. 


Et ces agglutinines ne sont pas des Ses banaux élaborés” 


ala suite de l’excitation de l’organisme par les substances de 


’émulsion chauffée : ce sont des substances qui n agglutinent 


que les hématies de poule et nullement celles d’autres animaux, 
tels que le cobaye, le lapin, etc., ainsi que nous nous en sommes 
assuré. — _ : 

M. Defalle, au laboratoire de.M. Malvoz, a observé, de son 
cdté, que les microbes tels que les bacilles typhiques, mycoides, 
mesentericus, etc., chauffés 4 115°, conférent également au 
sérum un certain pouvoir agglutinant; mais les sensibilisatrices 
n’apparaissent pas dans ces conditions ‘alors qu’elles sont trés 
faciles 4 décéler aprés l’injection de microbes non chauffés. 

Au contraire si, comme I’a fait M. Malvoz, on injecte des 
éléments comme des levures, qui possédent une capsule différen- 
ciée tres résistante, on obtient, méme aprés résorption des 
levures chauffées 4 115°, ala fois des agglutinines et des sensi- 
bilisatrices spécifiques pour ces éléments ‘. M. Defalle est arrivé 
au méme résultat en injectant des spores qui, elles aussi, ont 
une paroi trés résistante. 

Un autre fait que l’on peut constater aprés injection d’héma- 
ties de poule chaufiées & 115°, c’est absence de pouvoir préci- 
pitant du sérum de l’animal injecté sur le sérum de poule. Nous 
avons inoculé deux lapins comparativement, lun avec des 
hématies bien lavées de poule et intactes, l’autre avec des héma- 
ties, en méme proportion, lavées et chauffées a 145°. Le sérum 
du premier produisait un fort précipité dans le sérum de poule, 
tandis que lautre laissait ce sérum parfaitement limpide méme 
aprés quarante-huit heures. ; 

Ce résultat peut étre invoqué contre hee auteurs qui soutien- 
nent l’opinion que la formation de précipités dans les sérums 
est la condition sine qua non de agglutination, puisque le sérum 


4. Matvoz. Le Diagnostic des maladies infectieuses par les anticorps microbiens, 
. Annales Hs la Société médico- ~chirurgicale de Liége, 1904. 


2 -tinant et non nedespitant: Seles que celui de a témoin, qui 
a recu les mémes globules non chauffés, est a la fois précipitant 
et agglutinant. Bordet était arrivé a la méme constatation, mais 
a des expériences d’une autre nature *. 


On. remarquera que dans nos essais imveciog: des hématies 
lavées a été suivie de I’ apparition de précipilines dans le sérum, 
— Ce résultat differe de‘celui quia été obtenu par d’autres obser- 
--vateurs. Il faut en chercher la cause, semble-t-il, dans les con- oe 
“2, oe particulidres ol nous nous sommes placé: le sang de 


poule, immédiatement aprés sa récolte, était défibring— par 
_ agitation avec des perles de verre, lavé plusieurs fois a la turbine — 
au moyen d’eau physiologique, puis les hématies étaient éten-— - 
~ dues de 20 c. c. d’eau salée pour 3c. c. de Ls ce aifait 


5 injections dece mélange de 8 en 8 jours. 
1. Borer, Annales Pasteur, A838, page 233. 


ERRATA 
Errata du numéro 8 (aoit) 1902 : 
Travail de W. Defalle (enveloppe des microbes dans agglutination): page 598, 
eens 30 et 36, au lieu de: eau salée a 9 0/0, lire : & 9 pour mille. — Page 610. 
ee 22, au lieu de : levures moins digérées, lire : levures non digérées, 
Travail ‘de E. Malvoz (fixateur du sérum normal de chien) : page 627, ligne 16, 


ae “au lieu de : eau salée a 9 0/0, lire ; eau salée & 9 pour mille. — Page 628, neue 12, 
~ lire : microbes du charbon, au lieu de : microbes. 


i 
—— 


Les ati travaux viennent des laboratoires de ‘Institut de Pathologie et de 
- Bactériologie ‘de V'Université de Liége. 


31 


RECHERCHES SUR LE NICROBE DE LA ‘ LuU8 : 


MALADIE SEs ABEILLES: 
Par we Dt Ut. LAMBOTTE 


Travail du laboratoire del'Institut de Pathologie et de Bactériologie de l'Université de Li¢ge. 


Comme les vers a soie, dont les maladies furent lobjet des 2 
études préférées de Pasteur, les abeilles, ces autres insectes 


travailleurs, paient leur tribut & des infections variées, parmi 
_ lesquelles la Joque est la plus redoutée des apiculteurs. ; 

Cette maladie est connue depuis des siécles, et au dire de 
Francis C. Harrison’, qui a publié la bibliographie la plus com- 
plete que nous possédions sur la loque, les anciens, grands 
éleveurs d’abeilles, redoutaient déja cette véritable peste des 
ruchers, — 


\ 


Tous les apiculteurs savent bien reconnaitre la loque, qui — 


frappe de préférence les larves en voie de développement. On 


-reconnait facilement, dans une ruche, les cellules renfermant lese 


larves malades, 4a coloration plus foncée de l’opercule, qui est 


déprimé vers le centre et percé généralement dune petite déchi-- 
rure due, croit-on,.& léchappement des gaz développés au_ 
sein de la larve malade. En brisant lopercule, on trouve, au 


lieu d’une belle larve opaline bien vivante, une masse flasque, 
jaune ou jaune brunatre, noiratre méme, a un stade plus 


avancé de la maladie; cette larve malade est visqueuse, filante — 


et dégage une odeur nauséabonde, spécifique de la loque. Les 


ravages que cette maladie exerce dans les ruches peuvent étre 


trés considérables. \ 


Dans les circonstances les plus favorables, lorsque les — 


abeilles sont bien vigoureuses, on les voit arracher les parois 


des cellules contenant les farties malades et se livrer a leur_ 


nettoyage complet en emportant au dehors les produits mor- 
bides; hbientot, elles rebatissent de nouvelles cellules et la 


via semble s’arréter. Mais si celle-ci prend de Vintensité, 


. The foul brood of Bees, « Bacillus Alvei », Centralblatt fur Bakteriologie, 
ae Pages 421 et 513 (Zweite Abtheilung). 


— 
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ou bien si les abeilles ne sont pas trés vigoureuses, on les voit 

‘s’agiter au trou de vol, véritablement désespérées, et bientot 

elles renoncent 4 butiner. La maladie, au dire des apiculteurs, 

_. -pourrait se propager de ruche en ruche et de localité en localité. 

Il est inutile d’insister sur la perte considérable que constitue 
une invasion de loque dans un rucher, la mortalité du couvain 

- __ amenant la dépopulation, et la reine, de son cdété, ne trouvant 

plus de place pour la ponte. : 

- _—-—-« On considére généralement la logue comme due 4 un hauilld 

tout particulier, spécifique, qui a fait pour la premiére fois 

# Vobjet d’une étude véritablement scientifique vers 1885. Ce 

fut Watson-Cheyne et Cheshire qui découvrirent dans les 

-__. larves loqueuses des bacilles qu’ils isolérent et cultivérent, et 

Be auxquels ils donnéreat le nom de Bacillus alvei'. Ils recon- 

nurent que ce microbe donnait des spores presque aussi grosses 
que les batonnets eux-mémes. Le bacillus alvei peut étre 

_cultivé facilement sur gélatine, gélose, sérum, lait, pomme de 
terre, etc. | 

a Ce microbe fut bientot accepté par tous ceux qui s’occupent | 

= d’apiculture et on le considére comme un bacille nettement 

____ spécifique, essentiellement pathogéne au méme titre que les 
bacilles de la peste et du choléra dans l’espéce humaine, 
nenvahissant les larves qu’aprés avoir été apporté du dehors 
dans la ruche par une véritable infection externe. 

La loque n’a cessé de préoccuper les apiculteurs et de faire . 
Pobjet de discussions passionnées au sein de leurs journaux et 
de leurs congrés : c’est que l’étude bactériologique de Watson- 
Cheyne et Cheshire est loin d’avoir résolu une foule de points 
concernant l’étiologie de cette maladie. Bien des faits d’obser- 

vation d’épidémies loqueuses, survenant en dehors de toute 
infection de voisinage, ne recoivent pas une interprétation satis- 

__ faisante si on admet la spécificité absolue du bacillus alvei. 

es - — Aussi, en 1900, la Société d’Apiculture du bassin de la Meuse 

% sollicita-t-elle un crédit du ministére de !’Agriculture de Bel- 

gique, en faveur de |’Institut de bactériologie de Université de 

Liége, pour une nouvelle étude scientifique de la loque. Ce 

—-—serédit fut trés généreusement accordé, et M. Malvoz, directeur 


_ 4. The pathogenic History under cultivation of a new Bacillus (B. alver), 
~ Journal of the royal Microscopical Society, 1885. 
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de cet Institut, voulut bien nous charger des recherches oe 


qu'il fallaitexécuter. | 
Un matériel d’études fut bientot a notre disposition, grace & 


Vappel qui fut adressé aux apiculteurs dans les journaux spé-_ 


ciaux. Nous avons-recu de nombreux rayons loqueux prove- 
nant des régions les plus variées du pays. 

Un simple examen microscopique des larves malades nous 
fit faire connaissance de suite avee les spores décrites par 
Watson et Cheshire. Il suffisait d’étaler sur porte-objet une 


parcelle de larve filante, de dessécher, de colorer par la fuchsine . 


ou le violet de méthyle, et de laver ensuite 4 grande eau, pour 


-retrouver au sein des déiritus des spores plus ou moins nom- 


breuses, ovoides, souvent accolées parallélement au nombre de 


3, 4, 5, 6 éléments. Cette méthode de coloration rapide teint. 


ee Venveloppe de la spore dont le contenu reste incolore. 


Le plus souvent, on ne voit, comme éléments microbiens, que 


des spores dans les préparations. Les bacilles décrits comme 
bacillus alvei y sont rares. De plus, on note presque toujours 


Vabsence de ces microbes variés (bacilles, bactéries, micro- 


coques) qui pullulent dans tous les cadavres. ° 

Cette constatation nous surprit beaucoup, car nous nous 
attendions a trouver, dans un milieu aussi putride que des larves’ 
loqueuses, renfermées dans des rayons malpropres et enlevés 
des ruches depuis plusieurs jours, toute la série des microbes 
variés que l’on trouve dans toutes les substances organiques en 
décomposition. 

Ti devait certainement y avoir parmi les produits que 


renferme une larve malade des substances empéchant le déve- 


loppement des microorganismes de la putréfaction. En effet, si 
on se contente de plonger une anse de platine dans une larve 
loqueuse et d’ensemencer des tubes de gélatine, de gélose ou de 
bouillon, on constate que ces milieux restent stériles. Les choses 


se passent comme si une substance antiseptique avait été ajoutée ~ 
au milieu de culture, empéchant la germination aussi bien des’ 


spores dela loque que des microbes vulgaires. 


Cette observation n’avait pas échappé a Watson-Cheyne et 


Cheshire qui disent que, pour obtenir des cultures, il faut ense— 
mencer des larves malades fraiches, l’exposition & air pendant 
2 ou 3 jours suffisant, d@’aprés eux, pour tuer les spores. 


t 

> 
* 
y 
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Or cela est en contradiction avec les propriétés bien connues- 
des spores microbiennes, qui résistent pendant des années aux 
agents extérieurs. 

Du reste, nous n’avons jamais réussi & obtenir des cultures. 
du microbe, méme en ensemengant une anse de platine plongée 
dans des larves malades trés fraiches. Ce n'est qu’en lavant au 
préalable les produits loqueux dans une grande quantité de 
-_ bouillon stérile, qu’on réussit a faire proliférer les spores dans 
____ les cultures. Sans aucun doute, les larves malades contiennent 
3 des substances jouant véritablement le role d’ antiseptiques vis- 
-___ a-vis des spores. ; 
— Il faut délayer les spores dans un: grand excés de liquide 
Ss  indifférent pour annihiler l’action eraneeaate de ces substances; 
2 on a signalé des produits du groupe de l’acide formique dans 
- les ruches d’abeilles, c'est peut-étre & ces substances du miel 
s qu il faut attribuer la difficulté de la culture des spores. 

a ~~ Les bacilles que la germination de ces spores met en liberté 
- dans les milieux de culture sont de grands batonnets mobiles, a 


_-___ extrémités arrondies, de 3 a 5 y» de longueur. Ils prennent 
- le Gram. La méthode de coloration des cils de M. Van Ermengem 
3 --montre des bacilles entourés d’une enveloppe de laquelle 
a  partent 10, 12, 15 cils longs et flexueux. 

Bee Les spores qui se forment aprés un certain temps sont bien 
___ €elles qui ont été décrites par Watson-Cheyne. Les batonnets se 


- renflent considérablement la ot se forme la spore, et comme les 
_ bacilles sont souvent accolés parallélement, aprés leur dispari- 
_ tion, les spores restent groupées de la méme fagon. : 

Le microbe pousse bien sur gélatine et sur tous les milieux 
-usuels des laboratoires. Sur gélatine, en plaques, on voit, aprés 

4 ou 2 jours, des colonies profondes, peu caractéristiques, et 

-. des colonies superficielles; celles-ci sont de fines pellicules a 

bords irréguliers, montrant au microscope des stries ondulées - 

paraissant correspondre a l’existence de plis dans la colonie. 

3 Bientét, cette pellicule se liquéfie 4 son centre, et la colonie se 
fond et se désagrége dans le liquide. Le lait stérilisé, ensemencé 

de ces bacilles, se coagule d’abord, puis une partie du coagulum 

se redissout. Sur pomme de terre, il se forme une couche — 

-_grisatre, festonnée. Le sérum coagulé est rapidement liquéfié. a 

En poursuivant |’étude des caractéres de ce microbe dans les . 


lex 


a 
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- divers milieux de culture, nous fimes bientét frappé des grandes — 


ressemblances que présentait ce bacillus alvei, spécifique de la 
loque, avec un microbe bien connu dans les laboratoires de. 
bactériologie, le bacillus mesentericus vulgaris ; memes caractéres 
microscopiques, mémes spores, méme appareil ciliaire, méme~ 
développement dans la gélatine. Nous possédions dans la ies 
tion de l'Institut de bactériologie un bacillus mesentericus 
type; néanmoins, pour compléter cette étude comparative, nous” 
demandames & M. Binot, de l'Institut Pasteur de Paris, des 
échantillons de ses divers mésentéricus. Nous avons alors 
procédé & des ensemencements comparés de tous ces divers” 


microbes, et nous avons acquis la certitude absolue que le ~ 


bacillus alvei, considéré par les apiculteurs comme une espéce 


-microbienne spécifique, n'est qu'une variété d’un germe trés” 
-banal, le bacillus mesentericus vulgaris, trés répandu dans les’ — 


milieux extérieurs, nolamment sur les yégétaux. Sur gélose, 
sur pomme de terre, sur gélatine en tubes et en plaques, sur 


bouillon, sur sérum, sur lait, le bacillus alvei ne se différencie 
‘pas du bacillus mesentericus. Que l'on note bien. que nous 
~ avons opéré non pas avec un seul bacillus alvei isolé dune larve 


loqueuse, mais avec de nombreux échantillons provenant de 
ruchers loqueux, envoyés de diverses régions du pays. Toujours 
les bacillus issus des spores, aprés lavages de celles-ci, ont 
montré les caractéres du bacillus mesentericus. D’ailleurs, la des- 
cription donnée par Watson-Cheyne et Cheshire est bien celle 
d’un bacillus mesentericus ; 4 ’époque ot le travail de ces obser- 
valeurs a paru (1885), on connaissait mal le bacillus mesentericus, 
il n’est pas étonnant que l'on ait pris pour un germe tout 
particulier et spécifique un microbe en réalité fort banal. 
Lidentité est particulitrement remarquable dans des milieux 
tels que le lait et la mie de pain. Sur lait, en tubes, le bacillus 
alvei et le bacillus mesentericus vulgaire produisent d’abord la 
coagulation de la caséine ; puis celle-ci est de nouveau liquéfiée 
en partie. Le liquide se sépare alors en trois couches : une cou- 


che supérieure formée d’une sorte de eréine visqueuse et filante, — 


remplie de bacilles ; une couche moyenne plus claire, non vis- 
queuse ; une couche inferieure formée de caséine non dissoute. 
L’odeur est fade, urineuse. Sur de la mie de pain mouillée et 
stérilisée, en flacons d’Erlenmeyer, les deux microbes poussent 


pie Mig bit yp aplel ple [oF aec 
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_ trés bien et, particularité curieuse, le pain devient filant, tout 


comme les larves loqueuses. 


Wore. 
ACP 


Mais la similitude des deux microbes apparait encore bien 
mieux quand on fait l’étude de leurs anti-corps. 

On sait que l'un des meilleurs critériums que l'on possede 
actuellement en bactériologie pour Videntification des espéces 
microbiennes est leur sensibilité aux sérums dits spécifliques, 
renfermant deux sortes de substances n’agissant bien que sur le 
‘microbe en jeu, les agglutinines et les sensibilisatrices. Pour 
élucider définitivement la question de Videntité ou de la non- 
identité du bacille de la loque et du -bacillus mesentericus, iden-— 
tité déja trés vraisemblable d’aprés la comparaison de leurs 
earactéres de morphologie et de culture, nous avons injecté & 
une série de cobayes des émulsions de ces deux microbes. Ces 
_ émulsions étaient obtenues en broyant, dans la méme quantité 
- deau salée physiologique, les dépéts dela culture sur gélose des 
deux bacilles. Aprés quatre injections, espacées de huil en huit 
_ jours, on recueille le sérum de ces animaux. : 

Tandis que le sérum normal de cobaye se montre dépourvu — 
de propriétés agglutinautes sur le bacillus alvei et sur le bacillus 
mesentericus, le sérum des cobayes traités par le bacillus alvei 
agglutinait les émulsions de ce dernier jusqu’au titre de 1 p. 300 
et le bacillus mesentericus au titre de 1 p. 250. Inversement, le 
sérum des cobayes injectés de bacillus mesentericus agglutinait le 
mesentericus aussi bien que Valvei au titre de 1 p. 250. Les 
‘microbes autres que ces deux bacilles ne subissaient aucune 


- agglutination a ces dilutions des sérums. 


On obtient des résultats identiques en recherchant les sensi- 
bilisatrices spécifiques par la méthode de Bordet-Gengou'. 

Il est inutile de transerire ici les détails assez compliqués de 
cetterecherche, bienconnue des bactériologistes. Qu’il nous suffise 
de dire que le sérum d’un animal traité par le bacillus alveia la 
propriété de sensibiliser, c’est-a-dire de rendre ce microbe apte 
a fixer l’alexine des sérums normaux, aussi bien le bacillus alver 
que le bacillus mesentericus et réciproquement, et cetle propriété 
n’existe que vis-a-vis de ces deux microbes. 
~ Il n’est pasun bactériologiste qui, mis en présence des 


4, Borver et Gencou, Substances sensibilisatrices dansla plupart des sérums 
antimicrobiens, Annales Pasteur, mai 1901. 
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résultats de cette étude comparative, 0” ’acquiere la conviction que: 
_le bacille de Watson-Cheyne et Cheshire n'est autre que le bacil-— 
lus mesentericus vulgaris. ny 
Cette question de Videntité du microbe élant résolue, com- ig 
ment faut-il se représenter la pathogénie de laloque? Il n’est 
pas douteux que l’affection ne soit due au bacillus mesentericus: 
on ne trouve, en effet, que ce microbe au sein des larves ‘mala— ae 
des; celles-ci sont visqueuses, filantes, tout comme certains: : 
milieux de culture (pain mouillé notamment) ensemencés de 
bacillus mesentericus ou de bacillus alvei. La maladie des abeilles. - 
serait donc due, non pas a un microbe tout particulier dont — 
l'apparition ne s’observe qu’au cours des épidémies de loque — 
les choses se passent ainsi dans l’espéce humaine pour la peste, . 
le choléra, etc. — mais la pullulation intempestive au seindes = 
larves d’un germe fort vulgaire, trés répandu dans les milieux ; 
extérieurs et acquérant 4 un moment donné, pour Vune ou l’autre Sara 
-, cause, les qualités d’un microbe pathogéne. Des fails de ce 
genre sont excessivement fréquents en pathologie humaine. Nos 
muqueuses normales sont le réceptacle de microbes banaux, 
habituellement inoffensifs — tels que les streptocoques, les : 
staphylocoques, le bacterium coli, ete. — qui, dans certains cas, 
sans que l’on puisse toujours déterminer les conditions de cette 
exaltation de virulence, deviennent pathogénes et provoquent 
des troubles graves de la santé. La virulence de ces micropara- 
sites peut méme devenir telle, que ces germes, éliminés par le 
malade, deviennent trés dangereux pour les sujets sains et, sans 
qu'il y ait prédisposition apparente chez ces derniers, sont capa- 
bles d’y provoquer de nouveau une maladie infectieuse et con-- 
tagieuse. 

Il faut bien admettre que le bacillus mesentericusjouevis avis 
des larves d’abeilles le méme réle que les streptocoques, bacte- | 
rium coli et autres microparasites de l’homme normal. En fait, 
nous avons retrouvé le bacillus alvei chez des abeilles et des lar— 
ves saines; seulement le nombre des germes y est infiniment 
moins considérable. que dans une larve loqueuse. Lorsque l'on. 
fait des cultures d’abeilles et de larves non malades, on 
n’observe jamais le développement de microbes appartenant aux 
espéces habituelles des muqueuses des animaux supérieurs & 


‘ 
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Vétat de santé (bacterium coli, streptocoque, etc.) Mais on obtient 


du bacillus mesentericus et du bacillus subtilis, espéces a spores 


trés résistantes et trés répandues dans les milieux extérieurs, 


- notamment a la surface des végétaux. 


Pourquoi, & un moment donné, dans une ruche pleine de 
larves, le bacillus mesentericus se met-il & attaquer ces derniéres, 
a proliférer dans les tissus et & provoquer toutes ces altérations 
qui constituent la loque? Il faut bien admettre que les larves 
ont dui se trouver dans des conditions anormales, qui ont modifié 
profondément la résistance physiologique de leurs tissus aux 


- microbes présents habituellement autour d’elles et dans leur — 
tube digestif. Le bacillus mesentericus est d’ailleurs coutumier de_ 
ces méfaits. C’est lui qui provoque cette maladie si curieuse du 


pain filant: dans certaines conditions mal connues encore de 
fermentation anormale du pain, ou de mauvaise conservation de 
P 


ce dernier, on voit la pate prendre un aepert filant tout parti- 


eulier. 

Le suatosaei Laurent, de Gembloux, a étudié autrefois 
cette maladie du pain et ila décrit comme agent causal un 
bacille qu'il a dénommé : bactérie de la fermentation panaire _ 
La question. a été reprise par d’autres et l’on sait aujourd’hui 
que ce microbe n’est autre que le bacillus mesentericus . 
Vincent, dans un remarquable travail, a montré que l’on 
pouvait, par une éducation progressive, transformer des micro- 


_ bes saprophytes, notamment le bacillus mesentericus, en microbes — 


pathogénes, et créer artificiellement, avec leur aide, des maladies. 


-expérimentales analogues a celles que provoquent les agents 


infectieux usuels?. 
Le fait que ces microbes vulgaires, trés répandus dans 
des milieux extérieurs, peuvent devenir les agents de maladies 


graves, a été établi pour la premiére fois par Pasteur, précisé- 


ment dans sa magistrale étude des maladies des vers 4 sole, qui 
présentent tant de rapports avec l’affection que nous étudions. 
Pasteur avait parfaitement noté que les vers a sole peuvent 


_-devenir malades, non seulement a la suite de l’attaque des 
corpuscules, germes trés spécifiques, mais aussi quand, mal 


nourris, mal entretenus, leurs tissus n’opposent plus de résis- 


4, Bulletin'de V Académie Royale de Belgique, 3° série, t. X, 1885, 
2. Vincent, Sur les aptitudes pathogenes des microbes saprophytes. Annales 


. Pasteur 1898, n° 12. 
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moyen du bacillus mesentorvens et du bacillus alvei. : | 


ip 
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tance sufiisante & l’invasion des bacilles vulgaires de leur tube 
digestif. C’est alors la maladie de la flacherie, toute différente — 
de celle due aux corpuscules. La flacherie n’a plus guére été 
étudiée depuis Pasteur : nous croyons que si cette étude était 
reprise, 4 la lumiére des connaissances actuelles, lon décou- 
vrirait peut-étre que, tout au moins l’une des formes de cette 
flacherie est due a des microbes de la famille du mésentéricus. 

Bien quil soit difficile de réaliser expérimentalement les 
conditions naturelles d’une infection, nous avons tenté des_ 
essais de production artificielle de la logue dans une ruche au 


rn en MON 


Nous avons réussi & conduire 4 bonne fin l'éducation dune 
ruche a l'Institut méme, aidé en cela par les conseils d’apicul- 
teurs éclairés dela Société du Bassin de la Meuse. (MM. Pirotte, 5 
Stroven et Sior.) ; 

Quand nous avons été en possession de larves bien vivantes, 
dans notre ruche en pleine prospérité, nous en avons tué ~ ¢ 
quelques-unes par simples piqires, et nous avons répandu 
autour d’elles, dans leurs cellules; quelques gouttes d’émulsion de 
culture sur gélose de bacillus mesentericus. Le gateau ainsi r 
ensemencé a été remis en place dans la ruche. Apres trois 
jours, les abeilles avaient déja complétement nettoyé les loges 
des larves tuées, ou il ne restait plus traces ni de larve ni de 
culture. Des tentatives répétées pour produire l’altération . 
loqueuse de cette fagon ont toujours échoué. 

Mais si au lieu de cultiver le bacillus mesentericus sur gélose 
nutritive ordinaire, on le fait se multiplier sur un milieu tout | 
spécial, préparé avec des larves d’abeilles elles-mémes, on 
obtient des résultats tout différents. Aprés avoir recueilli une 
grande quantité de larves, on les broie, on les (riture et on 
compose avec elles un bouillon nutritif, suivant la formule 
habituelle des laboratoires. Le mésentericus pousse abondam- 
ment dans ce bouillon ét également dans la gélose, la gélatine 
préparées avec ce bouillon de larves. Aprés une série d’ense- » 3 
mencements successifs, on-obtient une race spéciale de bacillus — | 
mesentericus. A Vaide de cultures de celle-ci, on recommence Bay 
des essais de production de la loque dans une ruche saine. ag 

Au premier essai, fait dans des conditions identiques a 
celles qui avaient été réalisées antérieurement, on constate, 
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aprés quatre jours, que plusieurs des loges ensemencées ne ———™ 
f ond r uA eee 

sont pas nettoyées. Leur contenu est grisitre et flant, absolu- se 

ment comme le contenu de cellules fagueraes. Les loges oper- Bast 


culées présentent une petite déchirure del’opercule, encore une 
fois comme dans la loque. La seule différence entre nos couvains 
rendus loqueux et un couvain provenant d’une ruche alteinte = % 
de la loque naturelle, est que le nombre des larves malades est — ae 
moindre dans nos conditions artificielles. La cinquiéme partie == 
environ deslarves ensemencées au moyen du bacillus mesentericus — 
exalté est devenue loqueuse; les autres cellules ont été débar- << 
rassées et nettoyées de leur contenu par les abeilles. | ee 
Au microscope, on constate la présence, dans le contenu ete 
filant des cellules, d’un bacille en tout semblable au bacillus abet Gan 
de Watson-Cheyne. Quelques jours aprés, ce contenu est =~ 
surtout riche en spores caractéristiques pour la plupart du - 
bacillus alvet et du bacillus mesentericus. : ee 
Cette expérience positive a été réalisée au déclin de l’été, a 
un moment ot la vie dans la ruche était considérablement 
ralentie et ot la reine-mére ne pondait presque plus. : 
Nos résultats relativement heureux d’inoculation doivent ees): 
étre attribués d’une part 4 la modification subie par le bacillus iF 
mesentericus cultivé en bouillon de larves d’abeilles, et d’autre “oy 
part ace que les essais de production de la loque ont été tentés eee a 
& un moment de l’année ot I’ activité de la ruche avait beaucoup ey 
diminué. Cette seconde circonstance est probablement la plus 
importante : en effet, une ruche se trouvant dans dexcellentes : ¥ 
conditions, au début de l’année, en pleine prospérité, ensemencée be 


a diverses reprises, tantét avec le bacillus alvei, tantOt avec le - aaa 
bacillus mesentericus provenant d’une culture en bouillon de Beat 
larves, nes’est jamais laissée envahir par la loque. 1a 


CONCLUSIONS '. ea 


1. —Le bacillus alvei, décrit par Watson-Cheyne et Cheshire = : 
comme l’agent spécifique de la maladie loqueuse des abeilles, 2 
n’est autre qu'une variété d’un microbe banal, trés répandu dans 
fa nature, le bacillus mesentericus vulgaris. 

2. — Le bacillus mesentericus peut se rencontrer dans les 


4, Les principales conclusions. de ce mémoire ont élé présentées en 1900, au 
Congrés des Apiculteurs de\ Dinant, (Belgique.) 
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ruches saines, aussi bien dans les cellules des giteaux que dans a 


le contenu intestinal des abeilles. 
3. Le bacillus mesentericus produit par sa pullulation. dans les 
tissus des larves les altérations caractérisuqaes de la loque. 
Ces données, basées sur les constatations expérimentales, 
doivent étre prises en considération par les apiculteurs. 


Certes, on ne peut exclure, @ priori, quand la loque apparait _ 


ni eat epee 


dans une ruche, l’arrivée du bacille par le dehors, soit par ~ 


les abeilles butineuses souillées uu contact d’abeilles d’une 
ruche loqueuse, soit par la cire ayant servi 4 la préparation 
des rayons artificiels et renfermant des spores ae o une 
ruche malade. 

Mais l'apiculteur ne doit pas toujours chercher au dehors 
les causes de la maladie de ses ouvriéres, et accuser le voisin 
des désastres qu'il observe dans son rucher. Comme la flacherie 
des vers & soie, la logue doit résulter souvent de mauvaises 
- conditions, nel, déterminées encore, il est vrai, mais dont la 
réalité n’est pas douteuse, de nutrition et dhygiéne de la aguche 
et de ses habitants. : 

C’est donc avant tout (et ce n’est pas seulement aux mala- 
dies des abeilles que s ‘applique cette vérité), ’hygiéne, daus 
toutes ses _exigences, qui doit étre la préoccupation de l’api- 
culteur. 

Certes, en cas de oat celui-ci doit neutraliser srlnslenione 
le foyer iniscuba : la grande résistance bien connue des 
spores du bacillus mesentericus aux agents chimiques — tels que 
la formaline, le sublimé, l’acide phénique et les désinfectants 
usuels en général — doit faire rejeter toutes ces substances 


comme nayant que des effets illusoires et faire adopter la seule — 
pratique efficace, la destruction par le feu des ruches atteintes. — 


Mais la loque ne disparaitra pas d’un rucher, edt-on 
détruit toutes les spores des larves malades, si l’on ne veille pas. 
4 la rigoureuse observation des lois de Viygiene apicole : le 
bacillus mesentericus est tellement répandu dans la nature qu’il 
envahira de nouveau les larves si les délicats habitants de la_ 
ruche ue sont pas placés dans les conditions normales indispen- 
sables & leur développement. 
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